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Seznam zkratek
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K- - planktonicka forma kmene 10B Lactobacillus acidophilus CCM 4833
K+ - biofilmova forma kmene 10B Lactobacillus acidophilus CCM 4833
MSCRAMM - microbial surface components recognizing matrix biomolecules
PBS - phosphate buffer saline- fosfatovy pufr

TK — tkénova kultura

TOS - transgalactooligosaccharide

WHO - World health organization



Ovlivnéni adherence probiotik

Abstrakt

Probiotika jsou Zzivé mikroorganismy, které pfiznivé ovliviluji fyziologické
funkce hostitele. Ve vyzivé nepiezvykavych Zivoéichi se jedna predevsim o symbidzu
Vv oblasti tlustého stieva, kde maji probiotika nutri¢ni tlohu pfi $tépeni potravy a téz
zabranuji riistu a uchyceni patogent. Jeden z podstatnych ryst probiotik je schopnost
adheze na stfevni sténu. Tato vlastnost je dulezita nejen pro vlastni kolonizaci stfevni
sliznice probiotickymi bakteriemi, pro jejich dlouhodobé prezivani, ale i pro obsazeni
volnych mist na povrchu stfevniho epitelu, kterd by kolonizovana patogennimi
mikroorganismy.

Vpraci byl zaméfen diraz na inovaci metodiky vyzkumu adheze
mikroorganismti, pomoci které by bylo mozZné identifikovat adherentni vlastnosti u
velkého mnozstvi vzorkt a posoudit vliv prebiotik a vliv kultivace ve form¢ biofilmu.
Byla také ptedstavena nova metoda flotace pro odstranéni neadherovanych
mikroorganismti, ktera snizuje laboratorni naro¢nost experimentt a dale byl zhodnocen
vliv prebiotik a vliv fenotypové formy biofilmu na probiotické vlastnosti se zvI&Stnim
dirazem na adhezi na epitel stievni stény.

Bylo prokazéno, Ze pozitivni ovlivnéni u¢inku probiotik lze docilit nejen
vhodnym vybérem kment, ale i zptisobem kultivace a pouZitim vhodnych prebiotik.
Naopak, vétSina z otestovanych, komeréné dostupnych prebiotik schopnost adheze
snizuji. Vysledky ziskané v této praci maji SirSi platnost i dopad a daji se vyuZit
vSeobecné pti vyzkumu adherence mikroorganismi a pti vyzkumu biofilm.

V textu jsou pribézné vlozeny publikované i doposud nepublikované ¢lanky autora

vzniklé na zaklad¢ této prace a predstavuji tak zakladni osnovu, ktera je dale rozviji.

Klicova slova: probiotika, prebiotika, biofilm, adherence



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



1 Uvod

Omezeni volného pohybu nebo chovani, coz je pfipad u vétSiny chovil
hospodaiskych zvitat, ale i u ¢lovéka zijicitho podle ,hygienickych standardi‘, miize
mit za nasledek nedostateCnou pestrost mikrobioty, kterd neni dostate¢na pro exkluzi
potenciondlnich patogennich mikroorganismi. Byly proto ucinény pokusy uméle
ovlivnit slozeni a funkci stfevni mikrobioty vybranymi mikroorganismy, které jsou

podavany 7Zivé, a které zacaly byt nazyvany probiotiky.

Jedna z ¢asto pouzivanych definic od Fullera z roku 1989 [1] definuje probiotika
jako: ,,zivé mikroorganizmy, které ptiznivé ovliviiuji zdravi hostitele pomoci ovlivnéni
sloZzeni stftevni mikroflory. Dnes je tato definice mirn¢ upravena Svétovou
zdravotnickou organizaci (WHO) na ,,Probiotika jsou Zivé mikroorganizmy, které
pokud jsou podavany probiotické rody patii Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus
a Enterococcus. S témito rody se poji dlouhodobéd zkuSenost ptfi zpracovani mléka,
vyrobé kysané zeleniny a silaZe, nenarocna kultivace a nepatogennost drtivé vétSiny

kmenu.

Probiotikum je také velmi komplexné definovano dle svych vlastnosti. Musi byt
schopno projit v dostate¢ném stupni Zivotaschopnosti travicim traktem, nesmi byt pro
hostitele Skodlivé at’ uz napt. nadmérnou produkei plynti nebo schopni translokace skrze
stitevni sténu a v neposledni fadé musi byt schopno uchytit se v dostatecném mnozstvi

na stfevni stén¢, aby bylo schopné proliferace.

Pravé schopnost adherence patii k nejméné popsanym vlastnostem probiotik.
Z&asti to je vinou bézné pouzivaného laboratorniho modelu, ktery neodpovida
podminkdm panujicim ve stfevnim prostiedi. Mezi bézné pouzivané modely patii: (i)
polystyren pokryty mucinem; (ii) tkanové kultury izolované z nadori tlustého stieva
(hlavné Caco2 nebo HT-29) a (iii) ex vivo explantaty tlustého stfeva. Bohuzel ani jeden
z téchto pouzivanych modell plné nenahrazuje podminky panujici v gastrointestindlnim
traktu. DalSim problémem je také rozdilnost vlastniho provedeni, které se Ilisi

Vv pouzitétm médiu, koncentraci, Casu adherence i poctu promyvacich cykld pii

odstranéni neadherovanych mikroorganismti.

Probiotické vlastnosti mohou byt posileny pouZzitim tzv. prebiotik, to jest
sacharidli nestravitelnych pro vyssi obratlovce. Tyto sacharidy se dostavaji

Vv nezménéné form¢ az do tlustého stfeva, kde selektivné podporuji rist a aktivitu
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probiotickych kment, které je jsou schopny metabolizovat. Typickym testem vhodnosti
pouziti prebiotik je schopnost fermentace probiotiky, odolnost vacéi lidskym
sacharolytickym enzymim a stanoveni adherence probiotik na prebiotikum.
K dneSnimu dni ale nebylo v dostate¢né miie zjisténo, zda a jak mohou prebiotika
ovlivitovat schopnost adheze probiotik na stievni sliznici. Dal$im vyrazny vliv na
probiotické vlastnosti ma vlastni fenotyp probiotického kmene bakterii. V pfirodé je
pies vice nez 90 % vSech bakterii pfitomno ve form¢ tzv. biofilmu. Tato fenotypova
forma se projevuje produkci extracelularnich polymernich substanci (EPS), které chrani
mikroorganizmy pied negativnimi vlivy prostiedi. Probiotika v biofilmu jsou také velmi
novou myslenkou a moznosti jejich aplikace vtéto formé jsou stale velmi

neprozkoumané.

Hlavnim cilem této préce je zjistit, do jaké miry Ize ovlivnit adhezi probiotik na
sliznici stfeva. Jsou zde pouzity dva rozdilné pfistupy. Prvnim znich je pouZiti
prebiotik, tedy oligo- a polysacharidii nestravitelnych pro hostitele, ktera mohou byt
metabolizovana pouZitymi probiotiky. DalSim cilem je kultivace probiotik za podminek
umoziujici produkci biofilmu, tedy formy, ve které se bakterie pfirozené vyskytuji ve

stievech.
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2 Cile prace

1. Standardizovat a zjednoduSit metody stanoveni adheze probiotickych
mikroorganisma.

Klasické metody stanoveni adherence probiotik jsou velmi riznorodé a ¢asové i
materialové néaro¢né. Pro splnéni hlavniho cile préce: ,,Zjistit ovlivnéni adherence
probiotik* je nutné provéfit velky pocet kombinaci (probiotika + prebiotika + zpisoby
kultivace). S ptislusnym opakovanim se jedna o n€kolik set dil¢ich pokust.

Pro zjednoduSeni metodiky bylo téZ navrzeno pouZiti jednokrokové metody
flotace pomoci vysokohustotnich roztoku, které by méla zna¢né urychlit cely proces
tim, Ze eliminuje potiebu opakované vymyvat neadherované mikroorganismy a umozni
stanovit pocet neadherovanych, i adherovanych mikroorganismi. Metoda bude ovétrena

a srovnana se standardni metodikou.

2. Zjistit zda je adheze probiotik ovlivnéna piitomnosti prebiotik.

Prebiotika jsou velmi Casto vyuZzivany v preparatu spole¢né s probiotiky jako
tzv. synbiotika. Standardné u téchto latek je zkoumana pouze schopnost fermentace;
vliv na dalsi probiotické vlastnosti je vSak zanedbavan pficemz vliv téchto latek na
adheze probiotik na stfevni sliznici popt. ptislusny model, nebyl doposud u téchto

kombinovanych preparatu popsan.

3. Stanoveni adhezivnich schopnosti probiotik kultivovanych v biofilmové formé
DalSim vyznamnym faktorem, ovliviiujici adhezi je fenotyp pouZitého
bakteridlniho kmene. V pfirodé¢ a téZ i ve stfevech je mnohem Cast&jSi rast
mikroorganizmu v tzv. biofilmu — slizovité struktuie tvofené EPS.
Biofilm chrani bakterie pifed piisobenim fyzikalnich i chemickych faktort a mél

by usnadnit adherenci na stfevni sliznici.
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3 Literarni prehled

3.1 Probiotika

Vyziva hospodaiskych zvifat je v souCasné dobé vystavena novym vyzvam
spocivajicich v zakladnich zménach ptistupl k nutricni prevenci infekénich onemocnéni
doprovazejicich velkovyrobni charakter jejich odchovu. Dosavadni pfistup byl
charakterizovany pfidavanim aditiv vykazujicich rGzné antimikrobidlni aktivity.
SouCasnd doba vSak ukazuje, ze tento piistup k nutricni prevenci infek¢nich
onemocnéni se jiz vycerpal. Svéd¢i o tom potieba stalého stupiiovani téchto komponent,
v soucasné dobé jiz znacné presahujici inosnou mez. Vedle téchto skutecnosti vSak
existuji jesté dalsi divody (epidemiologické, ekologické aj.), které nas nuti vzdat se
jejich podavani. Tyka se to zejména krmnych antibiotik, jejichz preventivni a ,,ristové
stimula¢ni® podavani bylo zastaveno, nebo dosud tolerovaného preventivnino podavani
oxidu zinku odstavenym selatim. Uvolnény prostor na trhu a potifeba eliminovat
ptipadné stfevni infekce, jimZ jsou novorozena a Casné odstavena mladd’ata v hojné miie
vystavena, vede vyrobce krmiv k zavadéni novych vyrobku, které by mély vyrazené
prostiedky nahradit [2; 3]. Zcela mimofadné misto mezi uvazovanymi nahradami
krmnych aditiv s antibakterialni aktivitou zaujimaji probiotika. Nejen tim, Ze jsou spolu
s prebiotiky schopna ¢aste¢né eliminovat infekce vyvolané patogennimi bakteriemi, ale
predevsim tim, ze, na rozdil od pfecenovanych ,,ristové stimula¢nich* aktivit antibiotik,
skute¢né pozitivhe ovliviiuji vyuziti Zivin ve stfevé svych hostiteld a tim i nepiimo
jejich vyvoj a rist. Pfi této pfilezitosti je nutné pfipomenout, Zze riist potencujici
vlastnosti krmnych antibiotik, popisované pied vice jak pul stoletim se jiz davno
vycerpaly a jiz pred nékolika desetiletimi se je v opakovanych pokusech nepodatilo
znovu prokazat [4].

Pro pochopeni role probiotik ve fyziologii vysSich obratlovct je tfeba Si
uvédomit si ne€kolik zavaznych skutecnosti, které pfi bézném pohledu casto unikaji.
Vzhledem k tomu, Ze interakce mikroorganizmi s hostitelem byla, s vyjimkou
laboratornich zvifat, nejvice studovana u clovéka, nasledujici skuteCnosti tykajici se
jeho fyziologie povaZzujme za relevantni i pro ostatni monogastrické vyssi obratlovce.
Vyznam bakterialni mikroflory stfeva vynikne, uvédomime-li si, Ze z 10" bungk, z
nichz se sklada lidsky organismu, pouze 10 % tvoii somatické buiiky (jen 10%%).
Zbyvajicich 90 % je tvotfeno bakterialnimi mikroorganismy. Co se metabolické aktivity

tyCe, hrn bakterialniho obsahu stfeva prevysSuje aktivitu jater [5]. Tak veliké mnozstvi
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metabolicky velmi aktivni hmoty by nem¢lo byt ptfehliZzeno. Zatim jen tuSime, jaké
funkce tento difuizn€ rozprostreny ,,organ* v téle svych hostiteli vykonava.

Stfevni mikrofléra je neobycejné¢ komplexni systém tvofeny vice jak tisicem
bakterialnich druhd, z nichz vSak téméf 80 % zatim nedovedeme kultivovat. Mezi nimi
existuje fada vztahl, jak synergickych, tak i1 antagonistickych. Jejich vyzkum a
ze zavaznosti pravé zminéné problematiky je snad ponékud pteceniovana. Na tuto
namitku 1ze odpovédét dalsim srovnanim, které miize oziejmit skutecnosti, které casto
unikaji béznému pohledu na uvedenou problematiku. Je dulezité si uvédomit si plosné
relace, na nichz se aktivity stfevni mikroflory uskuteciiuji; celkovd plocha stievni
sliznice dospé&lého ¢lovéka dosahuje téméF 300 m?, zatimco plocha povrchu t&la
dosahuje jen asi dvou Ctverecnich metrt. Stfevni sliznice tedy tvofi vyznamné rozhrani
mezi vnéjS§im a vnitfnim prostfedim kazdého organismu. Pro spravnou funkci déju
probihajicich na tomto rozhrani hraji zdsadni roli pravé mikroorganismy, které jsou zde
shromazdény. Jejich druhové sloZeni a vzajemné proporce vytvareji prostfedi pro déje
na této plose uskuteciiované.

Z uvedenych skutec¢nosti plyne, Ze pouziti probiotik k optimalizaci stfevnich
funkci je ptikladem moderniho ptistupu k vyzivé hospodaiskych zvitat, tim, Ze na jedné
stran€ chrani jejich stfevo pfed bakteridlnimi infekcemi, a na druhé strané se podileji na
procesech spojenych s optimalnim vyuzitim Zivin obsazenych v krmivu.

Z nazvoslovného pohledu neni zcela jasné, kdo a kdy tento pojem vlastné
zavedl; ackoliv jsou uvadéni rizni autofi; zfejmé prvnim, kdo jej pouzil, byl némecky
bakteriolog Werner Kollath (1892 — 1970), kdyZz chtél, ve srovnani s antibiotiky,
zduraznit jejich opac¢né plsobeni na funkci stfevni mikroflory. Pro definici probiotik
existuje nékolik variant. Nejcastéji je pouzivana definice Fullerova [1], ktera je definuje
jako zivé mikrobialni dopliky potravy, které ptiznivé ovliviiuji mikrobidlni rovnovahu
traviciho traktu a puasobi ve prospéch hostitele. Definice svétovych organizaci
FAO/WHO zduraziiuje zejména zdravotni aspekt probiotik tim, ze je definuje jako:
“Zivé mikroorganismy, které podany v pfiméfeném mnozstvi piiznivé ovliviiuji zdravi

hostitele*.
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Vyznam probiotik

Jak jiz vyplyva z vySe uvedenych definic, probiotika napomahaji udrZovat
mikrobidlni rovnovéhu ve stfevé a vyznamné tak ptispivaji ke zlepseni fyziologickych
funkci stfevni sliznice. Mnohem Sir§i vyuziti v§ak maji probiotika v podpofe traveni,
stejné jako v obran¢ stfeva proti infekci. Starsi, prevazné empirické, znalosti pozitivniho
pisobeni bakterialnim kvasenim natraveného krmiva byly v poslednich letech
nahrazeny cilenym pfidavanim vybranych bakteridlnich druhii bud’ pfimo do krmné
davky, nebo jako konzervanty objemné pice. Jejich pouziti jako dopliku krmiva
vychazi z pochopeni fyziologické funkce stievni mikrofléry, ktera spolu s travicimi
Stavami je dalsi slozkou procesu traveni. Digestivni u¢inky probiotik je tfeba spatfovat

zejména v nasledujicich plisobenich:

. snizeni pH stfevniho obsahu (produkce kyseliny mlé¢né),

. produkce proteolytickych a sacharolytickych enzymu, zvySujicich vyuZitelnost
Zivin obsazenych v krmivu,

. regulace stfevni motility,

. pozitivni ovlivnéni skladby stfevni mikroflory.

Zatimco o digestivnich ucincich probiotik nebylo nikdy pochyb, jejich schopnost
chranit stfevo pfed plsobenim patogennich mikroorganizmti byva nékdy
zpochybiiovana. V soucasné dob¢ vsak jiz existuje dostatek dikazl o jejich ucincich
nejen preventivnich, ale v nékterych piipadech i 1é¢ebnych. Jsou zalozeny predevsim na
téchto aktivitach:

. pfednostni kolonizaci stfevni sliznice nejen mlad’at, ale 1 zvifat vystavenych
nahlym zménam krmné davky [6] a Zivotniho prostiedi. Tento druh
profylaktického plisobeni probiotickych mikroorganisma je spojovan s jevem
nazvanym jako kompetitivni exkluze, kdy jsou na povrchu sliznice volna
vazebnd mista obsazovana Zzddoucimi mikroorganismy (hovofime o tak zvané
receptorové blokaci). Timto zptisobem je zabraiiovano v uchyceni a pfemnozeni
patogennich (zastupci roda Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter,
Vibrio), potencialné patogennich (nékteti zastupci rodi Helicobacter,
Clostridium, Candida) ¢i oportunné patogennich mikroorganismi (zastupci roda
Proteus, Pseudomonas, Staphylococcus, néktefi zastupci rodu Streptococcus

¢i nékteré bakterie z ¢eledi Enterobacteriaceae).
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. tvorba kyseliny mlécné, kterd snizovanim acidity stfevniho obsahu, nevytvari
vhodné prostiedi pro pfemnozeni nékterych patogennich mikroorganizmd.
Toho dosahuji nékolika zplsoby, z nichz nejvyznamnégjsi jsou konkurencni
utilizace stejného substratu, snizeni pH produkovanou kyselinou mléénou a
snizeni koncentrace O, za soucasného zvyseni koncentrace CO,.

. produkce latek vykazujicich antibakterialni aktivity inhibujici mnoZeni

nékterych bakterialnich druhti [7]. Nejvyznamnéjsi z nich jsou bakteriociny, mezi které

fadime napftiklad koliciny, bulgaricin, acidolin, laktocidin, acidophilin ¢i reuterin.[8]

Vyse popsané ucinky probiotik (kompetitivni exkluze a uprava prostredi v
zazivacim traktu) dosahuji u nékterych mikroorganismt takové miry, Ze 1ze hovofit o
pfimém antagonismu vici nékterym patogeniim ¢i oportunnim patogeniim (napiiklad
proti salmonelam, vibriim, ¢i enteropatogennim, enterotoxigennim a enteroinvazivnim
E. coli). Zatimco, role stfevni mikroflory ve vyvoji novorozenych mlad’at je znama jiz
delsi dobu, jeji neobycejny vyznam v modulaci lokdlni slizni¢ni imunity byl docenén
relativné nedavno.[9; 10; 11] Vyzkum interakce mezi slizni¢ni mikroflérou a jejim
imunitnim systémem je teprve na samém pocatku. Aktivace tohoto systému bakteriemi
sttevni mikrofléry ma nesmirny vyznam zejména v postpartalnim obdobi, kdy nastava
dilezitd etapa zrani imunitniho systému sliznic. Toto obdobi proto rozhoduje o jeho
budouci schopnosti zdolavat infekce pomoci specifickych i nespecifickych faktort
imunity [12]. V posledni dobé je rovnéz vénovana zna¢na pozornost studiu
protizanétlivych G¢inkti nékterych probiotik (napiiklad L. cassei, popiipadé S.
boulardii). Jejich 1é¢ebné a preventivni G¢inky byly prokazany nejen u lidi pfi
idiopatickych stfevnich zanétech snizenim produkce prozanétlivych cytokint, ale 1 ve
veterinarni medicing, zejména jako prevence nekrotické enteritidy dribeze [13; 14].
Kromé toho je jeSt€¢ nutné zminit, ze nékteré nutricné¢ vyznamné latky (zejména
biologicky aktivni peptidy vznikajici §t€penim bilkovin mléka), mohou vzniknout jen za
pfispéni metabolické aktivity uréitych probiotickych bakterii. Tyto latky svymi G¢inky
na ob&hovy ¢i imunitni systém dalece pfesahuji vyznam ostatnich nutri¢nich faktord.
Nemaly vyznam ma i1 schopnost nékterych bakterii stievni mikroflory produkovat
vitaminy skupiny B (thiamin, riboflavin, pyridoxin, cyanokobalamin, niacin, kyselinu
listovou a pantotenovou), vitamin K ¢i mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které pak
slouzi jako substrat pro bunky tlustého stteva (kolonocyty), ovliviiuji prokrveni stfevni

sliznice a motilitu stieva [15].
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Oblasti vhodné pro podavani probiotik domacim zvifatim

V oblasti vyzivy hospodaiskych zvifat a ve veterinarni medicin¢, probiotika se
mohou uplatnit zejména ve dvou oblastech: v podpoie ristu v disledku zlepseného
vyuziti krmiva a v prevenci infekénich i neinfekénich poruch zaZivani. Jejich
preventivni u¢inky se projevi zejména ve stavech stresu (jako je napiiklad manipulace
se zvifaty ¢i jejich pteprava, ndhlad zména v krmné davce, prudké zmény teploty,
stisnéné podminky, zhorSena zoohygiena atp.) pfi stievnich poruchach rizné etiologie.
Pti nich, vedle jiz popsané¢ho protiinfekéniho plisobeni se rovnéz uplatiuji i jejich
protizanétlivé ucinky. Zvlastni oblasti pouziti probiotik je jejich preventivni podavani
novorozenym mladd’atim. Timto zpisobem oSetfend mldd’ata snize odolévaji
prijmovym onemocnénim, ¢asto doprovazejicim prvni dny jejich zivota. V tomto sméru
byla nejlepsi data ziskana u selat preventivné suplementovanych probiotiky od narozeni
az po odstav [16; 17]. Vysledky jejich terapeutického podavani mlad’atim

hospodaiskych zvitat neprokazaly vyznamny efekt.

Probiotické mikroorganismy uzivané ve vyzivé hospodarskych zvirat

Bakterie mlééného kvasSeni.

laktobacily: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. plantarum, L. casei
bifidobakterie: B. bifidum
enterokoky: E. faecium, E. durans

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

Ostatni probiotické mikroorganismy:

bacily: B. subtilis, B. toyoi
kvasinky: Sacharomyces cervisiae, Torulopsis spp.

plisné: Aspergillus oryzae

Uskali spojena s pouzitim probiotik ve vyZivé hospodaiskych zviiat

Ptic¢iny selhavani ocekavané¢ho ucinku probiotik jsou rizné. Mezi nejCastéjsi
davody patfi:
. pfecenovani schopnosti probiotik odolat v konkuren¢nim soupeteni vysokému

mnozstvi patogennich mikroorganismdi,
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opomijeni zasadni skutecnosti, ze skuteCnymi ptvodci stfevnich infekei
nemuseji byt jen bakterie, ale téZ viry, [16] pfipadné jiné mikroorganismy, které
kompetitivné nesoupeti s probiotiky, ani o matrix, ani o povrchové receptory,
nybrz invaduji ptfimo do enterocyti,

nevhodnd kombinace probiotickych kmeni poddvanych soucasné, které s
ohledem na pfirozeny antagonismus nékterych z nich, mize rusit jejich pozitivni
efekty vykazované pokud jsou-li aplikovany samostatné,

volba probiotika nevykazujiciho dostate¢nou miru ptiznivych vlastnosti.
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Vlastnosti dobrych probiotik

Aby mikroorganismus vykazujici probiotické Ui¢inky mohl zaznamenat ptiznivy
efekt v prostfedi stfeva hostitelského organismu, musi nejprve odolat neptiznivému
prostiedi zaludku a dale baktericidnim G¢inkim zlu¢i v duodenu [4]. Mira rezistence
zalude¢nim a ZluCovym kyselinam jsou tedy diilezité vlastnosti vhodného probiotika. V
ochrang stfeva mohou hrat vyznamnou roli pouze ty bakteridlni kmeny, které jsou
schopny ve vét§im rozsahu adherovat na povrch stfevni sliznici a timto zpisobem jej
kolonizovat. U¢inek probiotickych bakterii, které toho nejsou schopny, je pouze
ptechodny, a proto jen velmi omezeny. Mimo schopnosti adherovat na povrch
enterocytli, vhodny probioticky kmen by rovnéz mél mit kratky genera¢ni Cas, a navic
by mél produkovat latky, které by inhibovaly rtst konkurenéni mikroflory; samoziejmé
by mély byt schopny pieZzivat a mnozit se v prostfedi zazivaciho traktu. Studium
vzajemnych vztahi stfevni mikroflory, a to jak synergickych, tak i antagonistickych, je
pfedmétem intenzivniho vyzkumu [18]. V souvislosti se studiem interakci
mikrobialnich druhti a jejich spolecenstev na pevnych povrSich byla odhalena existence
nesmirné zajimavého jevu, pozdé&ji nazvaného biofilmem. Price vénované tomuto
problému ukazaly, Ze nékteré bakterialni druhy maji tendenci se samoorganizovat a
vytvaret vzajemné se podporujici spolecenstva, jejichz nezbytnou podminkou je jiz
zminénd adheze na pfislusné povrchy. V rdmeci takto vzniklého spolecenstvi se vytvateji
nejen metabolické a nutri¢ni synergie, ale 1 komplikovana komunikace prostfednictvim
secernovanych latek. V3e co jiz bylo o biofilmech konstatovano obecné, plati i o
specializovanych biofilmech vznikajicich na povrchu stievni sliznice. Dosavadni, jen
velmi dil¢i poznatky o struktufe a funkci biofilmu dovoluji pochopit smysl diive
uvedenych skute¢nosti, tykajicich se pozadavkl na vhodny probioticky kmen.

Vyse uvedené skutecnosti dokladaji, ze nedavny zdkaz podavani antibiotik,
piipadné jinych antibakteridlnich aditiv, k prevenci nebo jako ,,ristovych stimulatort®,
mize byt plné kompenzovan pouzitim probiotik [4]. Jejich pouziti kromé toho vSak
piinasi dalsi pozitivni efekty spojené s fyziologii trdveni a vysSim vyuZziti krmiva.
Vzhledem k tomu, ze pozornost zamétena na fyziologickou a obrannou roli stievni
mikroflory a jeji modulaci prostfednictvim cileného podavani probiotik nema zatim
dlouhé trvani, 1ze o¢ekavat, ze intenzivni vyzkum v této oblasti teprve v budoucnu

pfinese fadu novych, zadsadnich poznatki.
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3.2 Prebiotika

Prospésné vlastnosti probiotik mohou byt posileny pouzitim tzv. prebiotik. Jedna
se polysacharidy, které jsou pfijimany soucasné s probiotiky, ale nejsou S$tépitelné
travicimi enzymy hostitelem. Beze zmény tedy projdou travicim systémem az do
tlustého stfeva, kde mohou slouzit jako selektivni zdroj zivin pro probiotické kmeny
bakterii, které jsou schopny je metabolizovat. Pivodni definice z roku 1995 od Gibsona
a Roberfroida [18] popisuje prebiotika jako: ,,nestravitelné potravni ingredience, které
priznivé ovliviiuji hostitele prostiednictvim selektivni stimulace rGstu a/nebo aktivity
urcitych bakterii v tlustém streve.” Tato definice byla pozdéji v roce 2004 upravena na:
»prebiotika jsou selektivné fermentované ingredience, které umoziuji specifické zmény
ve slozeni a/nebo aktivit¢ stfevni mikroflory, coz ma pfiznivy vliv na hostitelovo
prospivani a zdravotni stav.*

V roce 2007 Marcel Roberfroid [19] formuloval tii kritéria, ktera musi spliiovat
prebiotické substance: (i) rezistence vici zalude¢nim kyselindm; (ii) fermentovatelnost
sttevnimi bakteriemi; (iii) selektivni stimulace riistu a/nebo aktivity stfevnich bakterii,
které maji priznivy vliv na hostiteliv zdravotni stav. Tyto vlastnosti maji pouze nékteré
nestravitelné oligosacharidy rtizného ptvodu.

Rezistence vuc¢i zaludeCnim kyselinam nezbytné neznamend absolutni
nestravitelnost hostitelem, ale mélo by byt zajiSténo, Ze do tlustého stieva se
prebiotikum dostane v dostateéném mnozstvi. Fermentace stfevnimi bakterie je mozno
prokazat velmi jednoduchym testem, avSak schopnost selektivni stimulace rastu
probiotik je nejhiife prokazatelnou vlastnosti prebiotik. Pouhé pozorovani fermentace
Cistymi kulturami nebo narist jednoho druhu ve smési omezeného poctu druht in vitro
nemuze byt povazovan za bezpecné prokazany dikaz selektivni stimulace. Pro néj je
nutno uskute¢nit testy in vivo s anaerobnim vzorkovanim trusu a naslednou kvantitivni
analyzou celého bakteriomu a jeho zmén. Molekularni metody mohou tuto analyzu
velmi zjednodusit a zptesnit.

Prvnim zdrojem prebiotik se kterym pfichazi ¢lovék do styku je matetské mléko,
které obsahuje velké mnozstvi nestravitelnych oligosacharidt (az 15 g v jednom litru
mléka). Tyto oligosacharidy maji velmi sloZitou strukturu (dodnes jich bylo popsano
130) a jejich uméla ptiprava je v soucasné dobé nemozné. Funkce téchto prebiotik na
lidské télo je velmi rozmanitd. Kromé vlastni prebiotick¢ funkce kde selektivné

podporuji rozvoj bifidobacterii ve stievé kojencit maji pozitivni vliv na rozvoj nervové
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soustavy, vstiebavani vapniku a negativné piisobi na adherence patogennich bakterii na
sttevni sténu.

Nicméné prakticky pouzivané prebiotické kmeny jsou mnohem jednodu$si a
patii k nim fruktooligosacharidy (FOS) nebo galaktooligosacharidy (GOS). FOS byvaji
Casto pfipravovany ¢asteCnym enzymatickym Stépenim inulinu. Naproti tomu je GOS
pfipraven z laktézy pomoci glykosylacni aktivity B-galaktosidazy, Pti piipravé GOS
velmi zéleZi také na pavodu pouZittho enzymu [20]. Nejlepsi vysledky byly
pozorovany s pouzitim B-galaktosidazy bakterie Bifidobacterium bifidum.

Kromé¢ oligosacharidii mohou mit prebiotické ucinky také polysacharidy jako je
naptiklad rezistentni Skrob nebo bilkoviny a peptidy, napt. laktoferin. Nicméné ani u
jedné z obou zminénych latek nebyly prokazany jesté vSechny vlastnosti prebiotik [19].

Kombinace prebiotik a probiotik je oznaCovana jako synbiotika. Od tohoto

produktu se o¢ekava synergisticky u¢inek obou zminénych slozek.

3.2.1 Inulin
Chemicka struktura inulinu

Z chemického hlediska je linedrni fetézec inulinu mozno popsat jako a-D-
glykopyranosyl-[p-D-fruktofuranosyl],.;-p-D-fruktofuranoside  (GypyFn) nebo B-D-
fruktopyranosyl-[B-D-fruktofuranosid] (FpyFn) [19]. Vazba mezi fruktosylem a
glukézou je vzdy B (2«»1) stejné¢ jako u sachardzy. Naproti tomu jsou vazby u
fruktosyl-fruktozy B (1<»2). Polymerizace inulinu je velmi variabilni, napf. inulin
¢ekanky obecné je smés oligosacharidi a polymerizace se pohybuje od 2 do pfiblizné
60 jednotek s primérem okolo 12 jednotek. Pro ptipravu prebiotika je inulin parcialné
hydrolyzovan endoinulédzou (EC 3.2.1.7) a vznika oligofruktoza, ktera je tvofena smési
obou Gy Fy a FyyFn jejich polymeracni ¢islo se pohybuje od 2 do 7. Oligofruktéza muize
byt pfipravena také pomoci enzymatické syntézy, transfruktosylace, pomoci houbového
enzymu B-fruktosidazy (EC 3.2.1.7) z plisn¢ Aspergillus niger. Produkt se lisi délkou

fetézce s polymerac¢nim c¢islem od 2 do 4 a vSechny oligomery jsou typu GpyFn.

21



H
i HO CHEGH
o OH H
CH: _o H
i
HOS Chs0n
O OH H
CH,0H L dn
WA 0w SMon_
OH H _I\H
HO 0 HOS Cho0H
H OH OH H

Inulin  n = approx. 35

Obrazek ¢. 1: Jedna z moznych struktur inulinu.

Pomoci specifickych separacnich technik je mozné izolovat také dlouhé tfetézce
inulinu oznacované jako inulin HP (polymeracni ¢islo mezi 10 do 60). Smés téchto
dlouhych fetézct s oligofruktézou je oznacovana jako Oligofruktose Synergy. VSechny
vyse zminéné produkty se mezi vyrobci mohou lisit stupném polymerace a mohou proto
mit i odlisné vlastnosti [21]. Inulinem jsou obecné oznacovany vsechny vyse zminéné
produkty. Pfi srovnavani produktd liSicich se stupném polymerace, nazev inulin
oznacuje produkty s delSim fetézcem, zatimco oligofruktdéza oznacuje hydrolyzacni
produktu §tépeni inulinu i syntetické produkty, i kdyZ maji lehce rozdilny polymeraéni
stupen (4 a 3,6). Synonymum pro pojem oligofruktdza je fruktooligosacharid, ktery také

oznacuje smés oligomeril inulinu s polymera¢nim stupném niz$im nez 10.

Prebiotické vlastnosti inulinu

Ohledné stravitelnosti je inulin velmi intenzivné prostudovanou slouceninou
Sirokou paletou in vitro i in vivo testi [22]. Inulin je absolutné nestravitelny
oligosacharid, ktery je zhlediska nutriéniho znaceni, klasifikovan jako rozpustna
vl&knina.

In vitro testy provadéné na cCistych kulturach nebo na vzorcich lidské stolice

ukazuji na schopnost fermentace inulinu stfevnimi bakteriemi [23]. Tyto poznatky jsou
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potvrzeny i in vivo zvifecich modelech, kde se jasné projevil bifidogenni efekt fruktana
inulinového typu [24; 25; 26]. Souhrnné dikazy in vitro i in vivo testl jasné prokazuji

prebiotické vlastnosti fruktant inulinového typu.

3.2.2 Trans-galaktooligosacharidy (TOS)

Chemicka struktura TOS

TOS je smés oligosacharidi vznikla enzymatickou transglykosylaci laktozy [27].
Vysledny produkt je velmi zavisly na typu pouzitého enzymu a pouzitych reakénich
podminek. VSeobecné se jedna o oligosacharidy s tfemi az péti jednotkami a vazbami

typu B (1—06), B (1—-3) ap (1—4).

Probiotické vlastnosti TOS

TOS nesplnuji stoprocentné kritéria nestravitelnosti, ale existuje predpoklad, ze
vyznamné mnozstvi TOS se dostava do stieva nerozstépena. I kdyZ je TOS velmi dobie
fermentované vSemi otestovanymi bifidobakteriemi, laktobacily i enterokoky nebyl
zatim ptedlozen dikaz o jejich selektivni stimulaci ristu probiotik [28].

Nicméné velké mnozstvi in vivo testd uskuteénénych na gnobiotickych mysSich
[28] i na dospélych [29; 30] a détskych dobrovolnicich [31; 32], dokazalo signifikantni
vzestup bifidobakterii a laktobacilu. Velké mnozstvi klinickych testi a jejich

pozitivnich vysledky proto umoziiuji zaradit TOS mezi prebiotika.

3.3 Biofilm
Biofilm a jeho struktura

Jedna z nejstarSich definic od Costertnona et al. [33] popisuje biofilm jako:
»Strukturalizovanou komunitu bakterialnich bunék v ochranném polymernim matrixu
produkovaném vlastnimi buiikami, které jsou adherované na inertnim nebo zivém
povrchu.” Hlavnimi slozkami biofilmu je tedy: mikrob, povrch a EPS. U
planktonickych biofilmii mize byt povrch tvofen buiitkami samotnych bakterii nebo
miiZe jit tfeba o rozhrani kapalina - vzduch.

Biofilm je tedy strukturované spolecenstvi mikroorganismu, ulozené v EPS [33].
Tato matrice funguje jako ochranny obal, ktery umoziuje piezivani bakterii v biofilmu i
za neptiznivych podminek. Byla pozorovana také zvySend odolnost vici antibiotikiim,
chemickym desinfekénim prostfedkim a dal$im fyzikalnim vlivim jakymi jsou
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napiiklad vysychani nebo UV zafeni [34]. Biofilmy jsou pfisedlé k inertnim nebo i
Zivym povrchim ponofenym ve vodném prostfedi nebo alespon s dostate¢nym
pfisunem vlhkosti. Tvofi rozmanité makroskopické utvary, které jsou charakterizovany
genetickou diverzitou a schopnosti komunikace mezi jejimi ¢leny. V dasledku blizkosti
jednotlivych bun¢k je umoznéna intenzivni interakce jednotlivych ¢lend biofilmu a
formovani synergistickych mikrokonsorcii [35]. Mimoto, EPS matrix funguje jako
urc¢ita forma extracelularniho traviciho systému. V pfirozeném prostiedi jsou biofilmy
mnohodruhové, coz vyzaduje uréitou miru symbiézy a komunikace. Biofilmy
organismi a mohou proto byt povazovany jako jednu z moznych vyvojovych forem
mnohobunéénych organismil.

Nejen bakterie, ale téméf kazdy druh mikroorganismu jako jsou archea, protozoa
nebo fasy, maji schopnost adheze a tvorby biofilmu. Biofilmy jsou vSudypiitomné; je
mozné je nalézt na pousti 1 na ledovcich. Biofilmy osidluji ptidu; Ize je objevit i na tak
kuriéznich mistech jako je palivové systémy letadel nebo horké, podmotské prameny.
Bakterie jsou schopny uvoliovat se z jiz zformovanych biofilmi a opét kolonizovat

dalsi povrchy.

Slozky EPS

Nejcastéjsi  slozkou  biofilmu jsou exopolysacharidy [36]. Prave
exopolysacharidy jsou odpovédné za vlastni slizovity vzhled; hraji hlavni roli v obrané
pied neptiznivymi fyzikalnimi vlivy okoli. VéEtSina exopolysacharidiit jsou dlouhé
linearni nebo vétvené molekula s velikosti pohybujici se od 0,5.10° do 2.10° daltond.
Bylo také pozorovano, ze nékteré polysacharidy EPS matrix slouzi pro pfichyceni
K substratu a jsou soucasti kotvici sité drzici biofilm pevné adherovany k jeho povrchu.
Z chemického hlediska jsou né€které exopolysacharidy homogenni [37], ale vétSina je
slozena se smési riznych cukernych jednotek [38]. Rozdilna struktura znamena i
odliSnou elektrostatickou charakteristiku jednotlivych polysacharidu, ktera je déle
ovlivnéna pritomnosti riiznorodych anorganickych a organickych substituenti. Az
teprve slouc¢eniny jakymi jsou napt. mocové kyseliny, alginat nebo glukonova kyselina
davaji exopolysacharidu polyaniontovou charakteristiku. Piikladem polykationtu je
intracelularni adhezin chemicky: - 1,6 N-acetylglukosamin, kterd podminuje nékteré

patogenni vlastnosti kment S. aureus a S. epidermidis [39].
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Dalsi vyraznou sloZzkou jsou extracelularni proteiny [40] a to zejména travici
enzymy spojené sdegradaci biopolymerd. Jak jiz bylo zminéno vySe, vysoka
koncentrace enzymu Vv matrix vytvari extracelularni travici systém, ktery zajistuje
rozklad biopolymeri na jednotlivé snadno metabolizovatelné podjednotky [35]. Béhem
maturace biofilmu a postupného uvoliiovani jednotlivych oblasti biofilmu mohou byt
exprimovany i enzymy $tépici jednotlivé slozky vlastni matrix.

Neméné dilezitou slozku EPS matrix tvofi i extracelularni DNA, které u
n¢kterych druhd (napt. Staphylococcus aureus) tvoti velmi vyraznou slozku biofilmu a
piekvapivé slouzi jako leSeni pro dalsi stavebni jednotky EPS matrix [36], a rovnéz
hraje vyraznou roli v horizontalnim pifenosu genii mezi jednotlivymi ¢leny biofilmové
kolonie [41].

Vztah biofilmu k zevnimu vodnimu prostiedi je optimalizovan vzajemnou
interakci surfaktanti a lipida. Lipidy, béZné se vyskytujici v biofilmové matrix, jsou
jednou z aktivnich slozek pfispivajicich k adhezi na hydrofobni povrchy. Naopak
surfaktanty v biofilmu slouzi k usnadnéni latkové vymény pomoci sniZzeni povrchového

napéti rozhrani vody a vzduchu [42].

Biofilm a zdravi

Velka ¢ast fyziologickych i patogennich bakterii v lidském nebo zvitecim téle se
vyskytuje ve formé biofilmu. Patogenni mikroorganismy ve formé biofilmu hraji
vyznamnou roli v fetézci infek¢éniho procesu, zvlasté u chronickych onemocnéni [34].
Odhaduje se, ze az 80 % vsech infekei je spojeno s patogeny tvofici biofilm.

Pokud pomineme pokus Antona van Leeuwenhoeka, ktery vlastnorucné
vyrobenym mikroskopem pozoroval v roce 1676 bakterie v biofilmu seSkrabnuty ze
zubt, biofilm byl v mediciné hlavné spojovan s kolonizaci implantatti. Biofilm se miize
vytvofit na povrchu téméf jakéhokoliv umélého povrchu implantovaného do téla anebo
ptichazejiciho do styku s télem. Piikladem mize byt povrch mocovych i intravenoznich
katetri, umé€lych chlopni, implantiti nebo kontaktnich cocek. Pfitomnost biofilmu
zpusobuje zubni kaz, umoznuje vznik chronickych mocovych infekci, katetrovych
sepsi, endokarditid, rejekci implantatt atd. Vlivem biofilmi se prodluzuje ¢as k hojeni
ran a velmi Casto dochazi k perzistujicim infekcim.

U zvitat se biofilmy podileji napiiklad na chronické pneumonii prasat, nebo
skotu, zpisobuji i aspergilozu driibeze. Dalsim onemocnénim, v némz biofilm hraje

nezanedbatelnou roli, jsou infekéni zanéty mlécné zlazy skotu — mastitidy, které jsou
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jednim z nejvétsich problémt modernich chovu skotu. Zvlasté opakujici se infekce a
rezistence infekci na antibiotika zpiisobuji nemalé ztrdty chovatelim. Ekonomické
ztraty v disledku mastitid skotu je jen v USA odhadovana na 1,8 miliardy dolari. To je
zhruba 10 % celkové hodnoty prodaného mléka a zhruba dvé tietiny této ztraty piipada
na snizenou produkci mléka u subklinicky infikovanych krav. Biofilmy se téz
vyznamn¢ podileji na chorobach kulturnich plodin. Ve zpracovatelském a
potravinaiském primyslu biofilmy hraji dilezitou roli napf. v kontaminaci masa,
mlécnych produkti, vajec a technologického zatizeni. Patogeny, jako jsou Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Mycoplasma bovis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Bacillus cereus, Salmonela apod. téZ mohou tvofit biofilm, ktery je odolny vuci
obvyklym metoddm myti a sanitace. Biofilmy mohou zvySovat korozi potrubi, méni
hydrodynamické vlastnosti toku a dokonce mohou zptisobit i iplné mechanické ucpani.
Vzhledem k minimalni naro¢nosti biofilmt na ziviny a jejich zvySené odolnosti vici
béznym dezinfekcnim prostiedkiim mohou byt biofilmy neustélou hrozbou kontaminace
a infekce. Biofilm se tvofi na tepelnych vyménicich v mlékarnach, kde bakterie mohou
adherovat piimo na povrch vyméniku [43]. Diky stalému piisunu zivin a velké odolnosti
na Cistici proces se biofilm v téchto systémech pomnozi a mohou infikovat dalsi

soucasti systému.

Fyziologicky biofilm

Mikroorganismy, se podstatnou mérou podileji na trdveni pfijaté potravy Vv
travicim traktu vétSiny zivocichii. V bachoru piezvykavcl vytvareji mikroorganismy
populaci tvofici biofilm asociovanou s pevnymi ¢ésticemi potravy, populaci
asociovanou s gastrointestinalni tekutinou anebo populaci adherovanou na povrch
sliznic. Adheze téchto bakterii probiha formou velmi specifické asociace. Dle
vSeobecného principu mikrobidlni ekologie se kazdy organismus snazi umistit do
nejptiznivéjSiho prostiedi z hlediska vyzivy a okolnich podminek a rozmnozovat se
uvnitt fyziologicky integrované komunity. Pozorovani riistu bakterii asociovanych s
Casticemi potravy ukazuje, ze kazdy druh adheruje k vlastnimu nerozpustnému
substratu, napt. celuldza, protein, Skrob a produkuje enzymy, které jsou schopny
degradovat nerozpustny substrat na rozpustné nutriety. Protoze vétSina travicich procestu
zahrnuje koordinaci fyziologicky souvisejicich aktivit, c¢asto vidime rozvoj

strukturovaného spolecenstvi, kde metabolické produkty primarné travicich organismi

se stavaji substratem dal$ich ¢lend vrstevnatého biofilmu [44].
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Vseobecné, piitomnost dobfe adoptovanych mikrobialnich biofilma na povrchu
tkani je benefitem v tom, Ze tyto bunky vedle fyziologické spoluprace zamezuji adhezi
patogennich bakterii, pfipadné nékterych virt.

Jak bylo uvedeno, schopnost tvofit biofilm u mikroorganismii pfedstavuje jeden
z dalezitych faktorGi patogenity. V pifipadé symbiotnich bakterii miize tedy byt
schopnost tvofit biofilm benefitem, na druhé stran€¢ u patogennich mikroorganizmu

muze zvySovat riziko virulence. Je na dalSim zkoumadni, aby tyto interakce byly lépe

popsany.

3.4 Adheze mikroorganizmii

Zé&kladnim krokem pro uspé$nou kolonizaci povrchii bakteriemi a ptipadnou
tvorbu biofilmu je schopnost adherence planktonickych bakterii na povrch substratu. Po
adherenci je nutné, aby se mikrob dokazal udrzet dostatecné dlouhou dobu, po které
zacne produkovat biologickou sloZky nutné pro dlouhodobé udrZeni. Adherence je
rozd€lena na tzv. primarni a sekundarni. Primarni adherence je z vétsi ¢asti podminéna
fyzikalnimi vlastnostmi bakterie a je vratnd — bakterie se muze vratit do planktonického
stavu [45]. Sekundarni adherence je jiz biologicky proces, v adheze se stava nevratnou
[46].

3.4.1 Fyzikalni popis adheze

K primarni adhezi dochazi poté, co se bakterie dostava do kritické vzdalenosti
od substratu, to je typicky méné nez 1 um [47]. Do této vzdalenosti se bakterie dostava
bud’ ndhodné¢, jako naptiklad proudem kapaliny nebo cilen¢ vlastnim pohybem. Po
dosazeni kritické vzdalenosti je vysledek primarni adheze zalozen na souctu fyzikalnich
sil ptisobicich mezi bakterii a substratem. Mezi tyto sily patii hydrofobni interakce,
elektrostatickeé interakce, sterické sily, van der Waalsovy sily a hydrodynamické sily.
Pravé hydrofobni sily a elektrostatické interakce maji nejvétsi vliv na vysledek primarni
adheze [48]. Pricemz elektrostatické interakce vedou spiSe k odpuzovani, protoze

naprosta vétSina bakterii 1 povrchil je zdporné€ nabita.

DVLO teorie

Pro popis adheze bakterie mize byt vyuzit jiz znamy model chovani koloidnich

Castic vroztoku tzv. DVLO teorie (podle tvirci: Derjaguin, Landau, Verwey,
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Overbeek) [49]. Pomoci klasické DVLO teorie je mozné vypocitat sumu Lifshitz-van
der Waalsovych a Coulombickych elektrostatickych interakci. Lifshitz-van der
Waalsovi sily piisobi mezi makroskopickymi objekty (bakteriemi) na velmi malé
vzdalenosti a jsou vzdy pfitazlivé. Zatimco Coulombické interakce mohou pusobit i na
vetsi vzdalenosti at’ jiz pozitivn€ nebo negativng.

Tato zakladni teorie byla rozSifena zahrnutim interakci kyselin a bazi a
zahrnutim vypoctu piesunu elektronu [50]. Tato rozSifena teorie 1épe odpovida
fyziologickému prostfedi, protoze zahrnuje vzajemnou interakci naboji bakterie a
substratu. Vypocet adheze mikrobu tady mize vypadat nasledovngé:

Geelkova = Grw + GeL + Gag (1)
kde:

Geelkova = Celkova energie adheze
GLw = van der Waalsova energie
Ges = energie elektrostatickych interakci

Gag = acidobazicka interakce

Vypocet je zavisly na geometrickém tvaru interagujici Castice (bakterie byva
zjednoduSena na kouli) a molekuldrni vlastnosti adherujici c¢astice vyjadiené
Hamakarovou konstantou. Tuto konstantu je mozné pro Zivé bakterie pouze odhadnout
pomoci mikroskopického nebo makroskopického piistupu. Prvni pfistup -
mikroskopicky zanedbava velikost bakterii a pocita s nimi na podobném principu jako
by se choval par atomi. Druhy makroskopicky pfistup pocita s Casticemi i substratem
jako s rozdilnymi kontinu&lnimi fazemi [50; 51]. Tyto dva pfistupy umoziuji vypocitat

miru adherence mezi zkoumanym mikrobem a substratem.

Termodynamicky piistup

Daleko pfesnéjsi vypoCet energie adheze je mozny pomoci tzv.
termodynamického pfistupu. Tento systém je zaloZen na vypoctu volné energie bakterie
a substratu — pokud je vysledna energie negativni, je energeticky stav bakterie-substrat
vyhodngjsi a dochazi k adhezi.

AGadh = Ybs — Yol — Vsl (2)

kde Ggan je zména Gibbsovy volné energie pii adhezi Castice a y piedstavuje
mezifazovou volnou energii mezi bakterii-substratem (yys), bakterii- kapalinou (yp) a

substratem- kapalinou (ys)).
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Vypocet volné energie muze byt proveden z métené¢ho kontaktniho thlu kapky
destilované vody na substratu a na substratu s vrstvou zkoumanych bakterii [52].
Pomoci takto zmétfenych mezifdzovych energii lze podle rovnice (2) vypocist
uvolnénou energii béhem bakterialni adheze. Nevyhodou této teorie je ale absolutni
zanedbani elektrostatickych interakci mezi bakteriemi a substrdtem nebo mezi

bakteriemi navzajem [53].

Hydrofobicita mikroorganizmi

Hydrofobicita bakterie a substratu velmi vyrazné¢ ovlivituje vysledny efekt
adherence. Proto byla vyvinuta celd paleta metod zkoumajicich tento jev, piikladem
jsou test bakterialni adheze na uhlovodiky, hydrofobni chromatografie, test agregace se
sificitanem amonnym a test rozpustnosti v organickych rozpoustédlech. Bohuzel,
naprosta vétsSina téchto metod je nepfesna a velice Spatné reprodukovatelna. Mohou
proto slouzit pouze k hrubému odliSeni hydrofobnich a hydrofilnich bakterialnich
kmenu [54].

Faktory ovliviiujici adhezi

Jak jiz bylo feceno vyse, jednou z nejsilnéjSich sil pisobicich pii adhezi jsou
elektrostatické interakce. Proto vSechny jevy ovliviiujici naboj povrchl, nebo
bakterialnich ¢astic, plisobi velmi vyrazné na vyslednou adhezi. Patii mezi né¢ zejména

zména pH, koncentrace nabitych iontd vzorku a pod.

3.4.2 Biologicky popis adheze

Po priméarni adherenci zacinaji bakterie exprimovat povrchové molekuly
nazyvané jako adheziny [46], které jsou dilezitou ¢asti procesu adheze. VéEtSinou se
jedna o proteiny a glykosylované proteiny. Jejich pfitomnost je hlavni podminkou
nezvratné adheze bakterie na substrat. Jednim z ptikladi adhezint je napiiklad i protein
vazajici fibronectin [55].

Fibronectiny jsou jednou z hlavnich slozek struktur zapliujicich mezibunééné
prostory vicebunécnych organizmii a povrch bunék. — oznaCovanych jako extracelularni
matrix (ECM). ECM je tvofena smési vlaknitych proteinii a proteoglykanti, jejichz
hlavnim Gkolem je udrZovat integritu tk&ni [56]. Velké mnozZstvi slozek ECM je cilem
pro vazebnou interakci s bakterialnimi adheziny. Pro tuto skupinu adhezini se vzilo

oznateni — MSCRAMM (microbial surface components recognizing matrix
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biomolecules). Vyskyt MSCRAMM adhezini je také jednim z ukazatelt virulence

daného bakterialniho kmene [57].

Fibronectin vazajici adheziny

Pokud dany bakterialni kmene nese adhezin: vazajici fibronectin — fibronectin
binding protein (FBP), je to zndmka schopnosti daného organizmu kolonizovat sliznice
vysSich organizmu, pifipadné vyvolat infekci. Zda se, ze kromé& adherence maji FBP
jesté i funkci signalni, ale vyzkum v této oblasti jesté neni dostate¢ny [58]. FPB jsou
produkovany velkym mnozstvim bakteridlnich zastupcii, mezi néz patii napt. S. aureus,
ustni streptokoky a nékolik dalSich rodi [46; 59].

FBP se navaZze pouze na fibronectin, ale byla pozorovana celda fada
nespecifickych interakci mezi FBP a jinymi typy povrchii napf. vazba na buiky
endotelu, epitelu, fibroblasti nebo osteoblastdt [60; 61]. Dale mize slouZit
k intracelularni invazi do bun¢k endotelu, epitelu, keratinocytli a osteoblasti [62; 63].

Invaze probihd pomoci interkace FBP s bunéénym integrinem osf; [64].

Adheziny vézajici kolagen, laminin a elastin

Mezi dal$i slozky ECM kromé fibronectinu patii kolagen, zpeviujici material
stfevni stény, laminin a elastin tvotici zakladni slozku vaziva stfevni stény. Bakterie,
vytvareji adheziny vazajici se k témto slozkam ECM, coZ je molekularni podstatou
kolonizace sliznic traviciho traktu.

Mezi kolagen vazajici proteiny patii naptiklad Cna — adheziny kmene S. aureus [65].
Analogy tohoto adhezini byly nalezeny i1 u jinych bakteridlnich kmenti naptiklad
Lactobacillus spp. produkuje kolagen vazajici S-vrstvu (CbsA) [66].

Laminin je situjici ¢inidlo a na rozdil od vySe zminénych slozek ECM neni
registrovana Zadnd doména vazajici pouze laminin [67]. T pfesto je znamo nékolik
laminin adhezinu, napiiklad jiz vy$e zminény CbsA Lactobacillus spp. je schopen také
velmi efektivné vazat laminin [68]. Dalsim piikladem muze byt jeden
z transportérovych proteinti E. coli — EhaB [69].

Adheziny schopné vézat elastin jsou velmi mélo prozkoumané. Je zndm pouze

jeden membréanovy protein S. aureus schopny vazat elastin [70], krom¢é toho je jesté
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také pozorovana zkiizena schopnost vazat elastin u vySe zminéného FBP od S. aureus
[71].

Glykosylované proteiny

Pojem glykosylovanych proteini zahrnuje rodinu nespecifickych adhezina, které
jsou schopny se vazat na velmi rozsahle rozmezi povrchi. [72]. Tyto proteiny obsahuji
velka mnozstvi opakovani serinli ve své struktuie [73] a jsou typické napf. pro gram-
pozitivni streptokoky spojené se zubnim kazem [72]. Glykosilované proteiny jsou

jednou z nejrozsitenéjSich formou biopolymernich molekul.

3.4.3 Modely pro studium bakterialni adheze k povrchu stény tlustého stireva
Mukézni povrch je pfirozenou bariérou gastrointestindlniho traktu, ktera jej
chrani pfed patogennimi mikroorganismy. Je komplexnim organickym systémem
tvofenym stfevnim epitelem, builkami imunitniho systému a rezidentni mikroflérou
[74]. Stievni epitel je tvofen vrstvou epitelidlnich bun¢k — enterocytii. Mezi nimi se
vyskytuji poharkové bunky, které secernuji vysokomolekularni glykoproteiny nazyvané
mucin, ktery ma silny negativni povrchovy naboj a velkou hydrata¢ni kapacitu a tvofi
hlavni strukturalni sloZzku hlenové vrstvy. Mucin se nachazi na povrchu epitelialnich
bunék obraceném do stfevniho lumina. Vrstva mucinu slouzi nejen jako sterické bariéra
branici patogennim bakteriim v pronikani Kk povrchu stfevniho epitelu, ale je
dalSich funkci, jako je Iubrikace lumenu stfeva usnadiujici pasdZz traveniny,
zachovavani hydratacni vrstvy epitelu a tvoifi propustnou gelovou vrstvu pro vyménu
plynii a Zivin s intestindlnim epitelem [75]. Jeho podstatnou soucast tvoii mukoprotein
mucin. Jeho obrovské molekuly jsou tvofeny proteinovou patefi, z niz vybihaji
postranni sacharidové fetézce zakoncené vétSinou skupinami cukri podobnych
cukernym skupindm nachdzejicim se na povrchu slizni¢nich bun€k. Na tyto cukerné
fetézce adheruji patogenni bakterie a timto zptisobem mohou na povrchu sliznice
vytvaret kolonie, které jsou podminkou jejich patogenniho ptisobeni. Je-li sliznice
pokryta hlenem obsahujicim mucin, bakterie se zachycuji na jeho postranni fetézce a
jsou s nim odplavovany z téla ven. Podobného principu vyuziva v posledni dob¢ se
rozsifujici pridavani mannanti do krmiv mlad’at ohrozenych bakteridlnimi prajmy.
Oligosacharidy s obsahem mannant blokuji vzdjemnou interakci mezi povrchy
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slizni¢nich bunék a bakteriemi, jimz tak brani v adhezi, ktera je podminkou jejich
patogenniho pisobeni.

Ochranna funkce mucind vychazi z jejich vlaknité struktury. Jadro mucinového
vlakna je tvofeno proteinovym fetézcem, na né&jz jsou navazany kratké fetézce
oligosacharidi. Svym tvarem pfipomina $tétku na vymyvani lahvi. Podstatné je, Ze
zastoupeni oligosacharidii na povrchu mucint odpovida jejich zastoupeni v glykokalix
buné¢nych povrchii a je geneticky podminéno v souvislosti s genetikou krevnich skupin
[76]. Timto zpGsobem v prostiedi stievniho obsahu vytvareji obrovsky nadbytek snadno
dostupnych vazebnych cilii, na néz se ptipadné patogenni bakterie navazuji prednostné,
nebot’ pravé vzajemna vazba bakteridlnich a bunéénych cukernych slozek je nejcastéjsi
interakci v procesu bakterialni adheze ve stievé [77].

Doposud bylo identifikovano na 20 rtiznych typt mucint. V gastrointestinalnim
traktu, pfedevS§im pak v tlustém stfevé, prevlada mucin oznaceny MUC2 [78].
V nedavnych studiich bylo zjisténo, Ze hlenova vrstva stfeva je tvofena dvéma vrstvami.
Vnitini pfilnavou vrstvu je mozné odstranit pouze jemnym seSkrabnutim, zatimco
vnéjsi, volné ptiléhajici vrstva se d& snadno odstranit Setrnym odsatim [79]. Ackoli obé
vrstvy jsou tvofeny prevazné MUC2 mucinem, maji rozdilné vlastnosti a funkce.
Vnitini vrstva piiléha k epitelu a je bez bakterii, protoZze ma ve své struktuie malé pory,
které brani jejich pfimému kontaktu s epitelidlnimi bunkami. Vn&j§i vrstva je
pravdépodobné vytvafena z vrstvy vnitini (maji stejné sloZeni), ma mensi hustotu a
obsahuje vysoky pocet bakterii, pro které predstavuje idealni prostiedi — je pro né nejen
dalezitym zdrojem energie, ale rovnéZ umoziuje vazbu bakterii na ¢etnd vazebna mista
[80].

Rezidentni mikroflora, ktera trvale sidli v gastrointestinalnim traktu je tvofena
predevsim bifidobakteriemi, laktobacily, enterokoky a propionibakteriemi, které se
podileji na udrzovéani rovnovahy mikrobidlniho prostfedi, na omezovani kolonizace a
invaze patogentl, na zachovavani epitelialni integrity a na podpofe imunitnich funkci
[81]. Pro zachovéni a podporu vySe uvedenych vlastnosti rezidentni mikroflory se ve
vyzive ¢loveéka vyuzivaji probiotika. Od probiotickych kmenti se ocekava, ze budou mit
predevsim schopnost kolonizovat, alespoii doCasn€, mukozni povrch tlustého stieva a
chranit sliznici proti patogennim mikroorganismim jako napf. patogenni kmeny
Escherichia coli [82], patogenni Salmonelly, Helicobacter pylori [83], ptipadné dalsi
alimentarni infekéni agens [84] Kromé toho se od nich ocekava, ze budou stimulovat

sttevni imunitni systém [85; 86]. Zakladnim a nezbytnym piedpokladem pro to, aby se
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vySe uvedené vlastnosti probiotickych bakterii mohly uplatnit, je jejich schopnost
adherovat Kk intestinadlnimu mukdéznimu gelu nebo K epitelialnim bunikam [87].
Bakterialni adheze ke sttevnimu epitelu se uskuteciiuje pomoci specifickych vazeb mezi
proteiny bakterialniho povrchu (lektiny) a komplementarnimi oligosacharidy na
povrchu tkani [88; 89]. Z toho vyplyva, Ze schopnost probiotickych bakterii adherovat k
pevnym povrchim by méla byt povazovéna za jedno ze zakladnich selekénich kritérii
pro jejich vybér k dalSimu pouziti.

Stanovit stupei adheze mikroorganismi metodami in vivo je obtiZzné, proto byly
vyvinuty modely pro jeji studium in vitro, tak aby mohly byt provadény na raznych
povrsich simulujicich prostiedi stfeva. Nejéastéji jsou pouzivany humanni epitelialni
buné&¢né linie napt. HT-29 a Caco-2 [90], které jsou obecné povazovany za modely
diferencované stievni sliznice, protoze vykazuji funkéni vlastnosti dospé€lych enterocytti
[91]. Jinou linii pouzivanou ke studiu adheze bakterii ke stfevni sliznici je stabilni
bunééna liniec HT29-MTX. Jedna se o homogenni populaci humannich poharkovych
bun€k secernujicich mucin [92], a umoznujici tak studovat vliv mucinové vrstvy na
interakci bakterii s povrchem stfeva [90]. V pokusech in vitro se také vyuZiva
imobilizovany stfevni hlen [93], ve fermentorech napodobujici lumen stfeva i mucinové
agarové hadice, nebo celé fermentacni systémy s mucinovymi nosi¢i. Pii sledovani
adhezivnich schopnosti probiotickych kment v pokusech in vitro jsou ke zjistovani
poctu adherovanych bakteridlnich bun€k vyuzivany bakterie znacené radioaktivnimi

izotopy nebo fluorescenc¢nimi barvivy.
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In vitro modely pro studium adherence
Adherence bakterii k mucinu

Jedna se o nejjednodussi model vyhodnoceni adheze je zaloZen na imobilizaci
mucinu na povrchu mikrotitra¢nich desti¢ek [94]. MnoZstvi adherovanych bakterii je
stanovovano obvyklym zpiisobem napt. barvenim nebo pocitdnim CFU po odlouceni
bakterii od povrchu. Vysledky adheze vSak vykazuji vétsi variabilitu, nez jaka je
pozorovana pii pouziti bunéénych kultur [95]. Pro vyhodnoceni adheze je mozné také
vyuzit humanniho mucinu ziskaného ze vzorkli vykali. Pfi porovnani komer¢niho a
fekalniho mucinu pro zjistovani adheze probiotickych bakterii L. rhamnosus GG a B.
lactis Bb12 nebyly zjistény prikazné rozdily v naméfenych hodnotach [96]. Pro
stanoveni rozdilti v adhezi bakterii k muko6zni vrstvé vytvorené v riiznych ¢astech streva

se jako model pouZiva intestinalni mucin odebrany z riznych ¢asti stfeva prasat [97].

Adherence bakterii k bunéénym kulturam

Pro tento typ studii in vitro jsou vyuzivany bunééné kultury humannich
intestinalnich epitelidlnich bunécnych linii pfedevs§im Caco-2 bunck a HT29-MTX
bunck, které 1épe simuluji pfirozené prostfedi stieva. Caco-2  buiky
vytvaieji homogenni a polarizovanou jednoduchou vrstvu, ktera se svym charakterem
blizi epitelu tenkého stieva [91]. Pfedchozi studie [98] prokazaly, Ze fluorescenéni
znaCeni bakterii ve spojeni s jednovrstvou kulturou Caco-2 bunék je vhodny model pro
studie adherence a mulze byt vyuzivan jako alternativa k radioaktivné znacenym
bakteriim. Nicméné, kultury Caco-2 bunék nevytvaieji dostate¢nou vrstvu mucinu.
Hodnoty zjisténé adherence nékterych bakterialnich kmenti (napf¥. L. rhamnosus GG, B.
lactis Bb12 nebo B. animalis IATA-A2) k Caco-2 bunkam jsou vyrazné niz§i nez
k samotnému mucinu. Naopak adherence nékterych kmenii patogennich bakterii E. coli
ke Caco-2 bunikam je vyssi nez k samotnému mucinu [95]. Z tohoto divodu je nékdy
davana piednost bunécné linii HT 29-MTX vzniklé z HT 29 bunék adaptovanych na
methotrexat (MTX) [92], které se diferencuji na poharkové buriky secernujici mucin
[99]. Pii pouziti samotnych bunék HT 29-MTX, jsou, ve srovnani s hodnotami
ziskanymi u Caco-2 bunék, pozorovany vyrazné niz$i hodnoty adherence u vsech
testovanych probiotickych kment [95].

V intestindlnim epitelu predstavuji enterocyty a poharkové bunky dva zakladni

typy bunék. Pro zptesnéni in vitro studii bakterialni adherence byly proto vyvinuty
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modely vyuZivajici ko-kultury obou typi bunék. Caco-2 bunky reprezentujici
enterocyty a HT29-MTX zastupuji poharkové bunky secernujici mucin [100] v poméru
90:10, ktery nejvice odpovida piirozenym podminkdm v stievé.
Od Caco-2 bunééné linie byly odvozeny bunééné linie C2BBe (linie oznacené 1 a 2),
které vytvareji jednoduchou polarizovanou vrstvu bun€k s apikélni kartaCovou vrstvou
srovnatelnou s buiitkami v humannim intestinu [101]. Ackoli tyto bunééné linie byly
pouZivany jako in vitro model pro studiu pruniku bakterie Salmonella typhi pies
intestinalni epitel [102], linie C2BBe pfedstavuje potencialni alternativni model pro
studium vztah mezi probiotickymi bakteriemi a stfevnimi epitelidlnimi bunikami, jak
jiz bylo ovéteno napt. ve studii [103].

V posledni dobé jsou pouzivany jako relevantni in vitro systémy pro studium
intestindlnich mezibunéénych interakci prase¢i intestinalni epitelidlni bunééné linie
IPEC-J2 [104], které se mohou diferencovat do kultur vykazujicich vlastnosti

enterocytu.

Vyjadreni adheze

Adherence probiotickych bakterii je nejcastéji vyjadfovana jako procento
adherovanych bakterii z celkového poctu bakterii pfidanych do zvoleného systému
(napt. k Caco-2 buiikkdm). V pfipad€ pouZiti radioaktivné znafenych bakterii je
adherence vyjadiena jako procento radioaktivity naméfené po adherenci a nasledném
promyti ve srovnani s radioaktivitou mikrobialni suspenze piidané k zvolenému médiu.
Podobné¢ 1 v piipadé¢ vyuziti fluorescencniho znaceni bakterii. Pro kvalitativni
vyhodnoceni adherence jsou vyuzivany elektronové ¢i fluorescencni mikroskopy.

Rozdily v adhezi bakterii k mucinu, kulturdm HT 29-MTX a Caco-2:HT 29-
MTX (90:10) mohou byt zpsobeny rozdilnym typem mucinu v uvedenych modelech.
V mnoha studiich bylo prokazano, ze adheze u riznych metod in vitro se liSi dokonce i
u stejného kmene, coz naznacuje, Ze bakterialni struktury zahrnuté do procesu vazby na
epitelidlni buniky a mucinovou vrstvu mohou byt rozdilné. Kromé toho bylo prokazano,
ze adheze mize byt ovlivnéna takovymi faktory, jako je pouzité medium, teplota,
zachovani tepelné stability po celou dobu experimentu a pH [105]. RovnéZ bivalentni
ionty, jako tieba Ca®* mohou ovlivnit bakterialni adhezi [106]. A&koli pouziti
buné¢nych kultur misto extrahovaného mucinu Iépe odpovida situaci v Zivém
organismu, je nutné rovnéz vzit v ivahu typ bunék i strukturu bunéénych kultur, protoze

to urcuje povahu adheznich mist v systému. Proto vyuzitim riznych in vitro metod pro
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studium adherence ziskame komplexnéjsi informace o rozdilech v adherentni
schopnosti jednotlivych bakteridlnich kment a mizeme tak odliSit jednotlivé typy

interakci a molekul, které zprostifedkuji interakce mezi hostitelem a mikroorganismem.

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze hlavnim zamérem ptedkladané prace bylo zjistit
jakym zptsobem je ovliviiovano pusobeni probiotik soucasnym podavanim prebiotik.
Obecné se soudi, Ze jejich spole¢né podavani je prospésné. Podivame-li se v3ak blize na
mechanismus jejich plisobeni, nemizeme se vyhnout jisté pochybnosti, zda tomu tak
vskutku je. Skutecnost, Ze néktera probiotika jsou schopna chranit stievni epitel pied
kolonizaci nékterymi bakteridlnimi druhy je zndm zejména u patogennich
mikroorganisml [120]. Na ném je ostatné zaloZen jeden z ptiznivych ucinki krmnych
oligosacharidi. Vzhledem k tomu, Ze, kromé vySe uvedenych pfipadl, vzajemna
interakce probiotik a prebiotik nebyla soustavné studovana, dali jsme si za cil
prostudovat ji podrobnéji ve vétS§im rozsahu. Pro tuto studii jsme si zvolili model adheze
probioticky bakterialnich kment kultivovanych v piitomnosti prebiotik na tii typy
substratii: polystyren, polystyren pokryty mucinem a tkanové kultury modelujici epitel
tlustého stieva. Soucasné jsme se vénovali i optimalizaci metod pro stanoveni stupné

bakterialni adheze a tvorby biofilmu.
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4 Material a metodika

Ackoliv hlavnim cilem prace bylo studium vzijemné interakce probioticky
kment bakterii s prebiotiky s ohledem na jejich schopnost adherovat na povrch
stievniho epitelu, a posléze na ném vytvaret biofilm, v Uvodu vlastni studie jsme byli
nuceni vyfeSit i nékteré metodické otdzky. Hlavni Gskali, snimiZz se vyzkumnici
studujici bakteridlni adhezi a tvorbu biofilmu, je, jak jiz ostatné bylo v ivodni ¢asti
prace zminéno, nizkd reprodukovatelnost zplisobend malou stadartnosti vyplachovani
jamek kultiva¢nich mikroploten. Na tuto skutecnost upozornuje vétSina praci, ktera se

tomuto tématu vénuji [113].

4.1 Flotace a jeji pouziti pro oddéleni adherovanych a planktonickych
bakterii

Béhem optimalizacnich testd pfi testech adherence byla pozorovana velka
variabilita pii pouziti klasického promyvani. Proto byla vyzkousena také metoda flotace
jako vyuziti pro vzijemné oddé€leni planktonickych a adherentnich bakterii. Tato
metoda je zaloZena na vyuziti vysokohustotnich roztokt (s hustotou vétsi nez je hustota
bakterie), které nadnaseji planktonické a slabé adherované bakterie k povrchu ze
ktereho mohou byt jednoduSe odsany. Vyhodou této metody je jednoduchost jejiho
pouziti a presné definovana sila, kterd pisobi na adherentni bakterie. Bylo ale nutné
ovetit moznou toxicitu pouzitého flotaéniho Cinidla a ovéfit vlastni funkénost pouzité
metody. Pro ovéfeni efektu flotace byly zvoleny tii metody: fluorescencni detekce
pomoci readeru (metoda je téméf stejna s metodou vyuzitou pii méieni zmén adherence
probiotik), kultivace adherovanych bakterii a pfimé pocitani nabarvenych adherentnich

bakterii na fluorescen¢nim konfokalnim mikroskopu.

Fluorescenéni stanoveni poméru adherujicich a planktonickych bakterii
Fluorescen¢né znaceny bakterialni kmen (postup barveni viz nize) o objemu 150
pl byl inkubovan 60 minut v 96 jamkové polystyrenové mikrotitraéni destiéce (Nunc,
Némecko). Nasledné byly jamky az sedmkrat promyty PBS, nebo flotovany nékterym
Z flotacnich ¢inidel. Flotace probihala pfidanim 100 pl FA do jamky ke vzorku bakterii.
Nésledn¢ byl vrSek odsdn a vrchni i spodni ¢ast byla vyhodnocena méfenim

fluorescence fluorescenénim readerem Synergy (viz. Obr 1). Pokus byl opakovan s
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detekci vzorku viabilnich bakterii pomoci kultiva¢ni plotnové metody. Pokus byl méfen

ve tfech opakovénich ve tfech nezavislych experimentech.
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Obrazek ¢. 1: llustrace flotace. 1 — roztok volnych a adherovanych bakterii; 2 — ptidani
flotaéniho ¢inidla; 3 — oddéleni planktonickych a adherovanych bakterii; 4- vrchni
vrstva je odsata a zmétena jeji fluorescence; 5 — ptidani PBS; 6 — zméfeni fluorescence
adherovanych bakterii.

Stanoveni poméru adherovanych/planktonickych bakterii plotnovou metodou
Metoda detekce pomoci fluorescence byla dale potvrzena pomoci plotnové
metody, kterd slouzi jako urcity standard. Vysledky mezi fluorescenéni a plotnovou
detekci by se nemély lisit. Postup, az do kroku vyhodnoceni, byl stejny jako v piipadé
fluorescencni detekce, s tim rozdilem, Ze nebyly pouzité fluorescencné znacené
bakterie. Vrchni vrstva byla v sériovem fedéni rozetfena na M-H agar a spodni
adherovana vrstva bakterii byla uvolnéna ptsobenim ultrazvuku (Ecoson, 2 x 180 W, 8

min). Pokusy probihaly ve tfech opakovénich vzdy se tfemi vzorky.

Vyhodnoceni efektu flotace pomoci laserového skenovaciho mikroskopu

Jako dalsi zptisob vyhodnoceni G¢innosti flotace byla zvolena metoda pfimého
pocitani fluorescenéné znacenych bakterii pomoci laserového skenovaciho mikroskopu.
V posledni sérii pokust byl efekt flotace vyhodnocen pomoci LSCM (Leica TCS SP5-
X). Fluorescen¢né oznafena suspenze bakterii pfipravena stejné¢ jako v predchozim
pokusu byla kultivovana v 8-jamkovych destiCkach se sklenénym dnem u-slide
8x250 pl (Ibidi, Némecko) po dobu 24 hodin pii 37 "C. Po kultivaci byla smés barvena
dle standardniho protokolu.

Obarvené kmeny byly pozorované pod LSCM, kde byla stejna oblast jamky az

desetkrat promyta nebo flotovdna. Méfeni probihalo se vSemi flotacnimi ¢inidly. Zména
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fluorescence byla vyhodnocena jako zména poctu pixeli po promyti/flotaci oproti
pivodnimu stavu. U experimentii, kde byl sledovan narast biofilmu, byl pouzit
elektronovy skenovaci mikroskop Tescan — VEGA (CR), pro dokumentaci piitomnosti
nebo absenci biofilmu.

Testovana flota¢ni ¢inidla (FA): sacharéza, polyethylen glykol 20 000, dusi¢nan
sodny, sifi¢itan hofe¢naty, dextran z Leuconostos spp. (Sigma), chlorid cesnaty (Sigma),
diatrizoat sodny (Sigma), PERCOLL (Sigma) a etylenglykol (Penta). VSechny vyse
uvedené chemikalie byly pouzity jako flota¢ni ¢inidla v rozpusténé formé v PBS.
Vyjimku tvoifi PERCOLL, ktery byl pouzit tak jak byl dodan od vyrobce. Piislusna

fedéni jsou uvedeny nize.

Bakteridlni kmeny: v experimentu byly pouZity typové kmeny Staphylococcus
epidermidis, které byly diive charakterizované jako biofilm pozitivni CCM 4418 a
biofilm negativni CCM 72217 pomoci ptitomnosti ica lokusu a barveni krystalovou
violeti v mikrotitra¢ni desti¢ce [113]. Pfed kazdym experimentem byly oba kmeny
kultivovany v tryptosdjovém bujonu (TSB) (Sigma) pii 37 °C za aerobnich podminek.
Pro vlastni experiment byly oba kmeny pfevedeny do cCerstvého TSB nebo PBS a

absorbance jejich suspenzi byly upraveny na Agp = 0,5.

Testovani toxicity flota¢nich ¢inidel: toxicita pouZitych FA byla méfena na kmeni
Staphylococcus epidermidis CCM 4418" za nésledujicich podminek. Hustota bakterialni
suspenze byla upravena na Agp = 0,5 a 500 ul. FA o nejvétsi koncentraci bylo pfidano
ke 100 pl bakterialni suspense. Smés byla inkubovana za tfepani po dobu 15 a 30 minut

pii teploté 37 "C. Pocet preZivsich bakterii byl stanoven plotnovou metodou.

Ovlivnéni intenzity fluorescence samotnym pusobenim FA: obarvena bakterialni
suspenze (postup barveni uveden nizZe) byla inkubovéana s flotatnim ¢inidlem o nejvyssi
koncentraci, kterd jesté nepiisobila toxicky v poméru 1:1 po dobu 30 minut. Nasledné
byla vysledna fluorescence porovnana se vzorkem inkubovanym v PBS. Pokud doslo
k vice, nez 30 % snizeni fluorescence bylo dané flota¢ni ¢inidlo oznacené jako inhibitor
fluorescence a nebylo pouzito v dal$ich experimentech. Méfeni bylo provadéno v 5

opakovanich ve 3 nezavislych experimentech.
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4.2 Vliv prebiotik na adhezi probiotickych bakterii

Béhem optimalizacnich pokust byla zvolena metoda detekce adherence pomoci
fluorescencné zbarvenych bakterii. Tato metoda se od ostatnich zptsobu detekce (jako
je napfiklad kultivace nebo mikroskopické pocitani) vyznacuje velmi dobrou
opakovatelnosti a relativné¢ jednoduchym provedenim, kdy lze za pomoci
fluorescen¢niho readeru provést soucasné 96 méteni v jedné mikrotitracni desticce.

Klasicky jsou pro testy adherence vyuzity tkanova linie Caco2 [98]. Nicméné,
Pontier aj. [100] pifedstavili moznost vyuziti smésné kultury Ht-29 a caco-2 v poméru
1:9. Tato smésna kultura 1épe napodobuje vlastnosti epitelu a je mize byt jesté dale
vylepSena vyuzitim diferencovych bun¢k HT-29 MXT, které konstantné produkuji na

svem povrchu mucin.

PouZzita prebiotika:

Orafti GR, fy Beneo (Némkecko) - ¢ekankovy inulin s polymera¢nim stupném 2 az 60
(primérny polymerizac¢ni stupen (DP) > 10)

Chemické sloZeni: inulin( > 90 % v 1 kg sus.), volna glukosa + fruktdza: (</=4 %/ v 1

kg su$.) volna sachar6za: (</=8 % v 1 kg su$.),  suSina: 97 +1,5%

Orafti P95, fy Beneo (Némecko), prevazné oligofruktosa vznikla jako produkt parcidlni
enzymové hydrolyzy ¢ekankového inulinu. Polymeracni stupeni se pohybuje v rozmezi
2az8.

Chemické slozZeni: oligofruktosa (>/=93% v 1 kg su$.), volnd glukosa + frukt6za +
sachardza (</= 6,8% v 1 kg sus.), celkova susina 97 £ 1,5 %.

Orafti Synergyl, fy Beneo (Némecko), je kombinaci inulinu se selektivni délkou
fetézcl a specifické frakce oligofruktosy. Polymeracni stupent neni uveden.
Chemické slozeni:  inulin + oligofruktosa: (90-94 % v 1 kg su$.), volna glukosa +

fruktéza + sacharoza: (6-10 % v1 kg sus.), suSina: 97 £ 1,5 %

Vivinal GOS, fy FrieslandFoods DOMO (Nizozemi)
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Chemickeé slozeni: galaktooligosacharidy: (min. 57 % v sus.), laktoza: (max. 23 %
v 1 kg sus.), glukosa: max. (22 % v 1 kg sus.), galaktéza: min. (0,8 % v 1 kg sus.),
susina: 74 - 76 %

Testované probiotické kmeny:

Pro testaci byly vybrany typové probiotické kmeny bakterii mlééného kvaseni ze
sbirky Laktoflora: Lactobacilus rhamnosus CCDM 598", CCDM 598", Lactobacillus
acidophilus CCDM 79", Lactococcus lactis subs. lactis CCDM 617", Enterococcus
durans CCDM 500" a Bifidobacterium animalis subs. lactis 374". Kromé& typovych
kmenii byly také pouzity dals$i netypové kmeny, které jsou ale standardné pouzivané
v mlékarenském pramyslu: smetanova 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 smetanova kultura CCDM 17 byly kultivovany
v M17 bujénu (Sigma). Lactobacillus spp. byly kultivovany v MRS bujonu (Roche).
Bifidobacterium spp. byl kultivovan v MRS s 0,5% L-cysteinu (Roche). Pouzité kmeny
byly ziskany ze sbirky ¢istych mlékaiskych kultur Laktoflora (Milcom a.s. Tabor).

Vsechny kmeny byly pied experimentem kultivovany 20 hodin pfi teploté 37 °c.
Po kultivaci byly promyty a resuspendovany v PBS pufru pH 7,4. Koncentrace bakterii
byla upravena na absorbanci Agyp = 0,5

Fluorescen¢ni barveni probiotickych bakterii:

Vsechny probiotické kmeny byly pred experimentem oznaceny fluorescencnim
barvivem. Optimalni barvivo bylo vybrano na zaklad¢é série pokusi se soupravami:
SYTO red fluorescent kit a SYTO green fluorescent kit (Life Science, Némecko), kde
byla sledovana kvalita znaCeni bakterii a stalost barveni v Case. Pro dalsi experiment
bylo vybrano barvivo SYTO 24, které se vaZe nespecificky na DNA a RNA. Roztok
bakterii v PBS byl barven 5 pM roztokem SYTO 24 po dobu 30 minut pii 37 °C.
Excita¢ni maximum SYTA 24 po navazani na DNA je 490 nm a emisni maximum je

515 nm.
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Vlastni provedeni testii adherence:

Pro vlastni experiment byly pouZity tfi typy povrchi, na kterych byla zkoumana
schopnost adherence probiotik za pfitomnosti prebiotik: (i) ¢erné polystyrenové 96-
jamkové desticky bez jakékoliv modifikace povrchu (Nunc, USA); (ii) mucinem
pokryté erné mikrotitraéni desticky potazené 0,5 mg.ml™ mucinu typu Il (Sigma,
Némecko), (vazba 4 hod. pii 4 OC); (i) smeésna tkanova kultura HT-29 a Caco-2
v prihlednych 96- jamkovych destic¢kach s modifikovanym povrchem jamek pro
kultivaci TK (Nunc, USA). U vsech téchto variant byl postup nasledujici: pfidani 100 ul
fluorescencné znacenych bakterii do mikrotitracni desticky, kultivace 60 m. pfi teploté
37 'C, 5 % COy, jemné promyti jamek pomoci temperovaného PBS piidani 100 pl PBS
a méfeni na fluorescencnim readeru Synergy s nastavenou intenzitou detekce na 100 a
hex = 490 nm Aem = 510 nm. Kazdy pokud byl zpracovan ve 4 variantach ve tfech
nezavislych opakovanich.

Pro in vitro simulaci stievniho epitelu byla pfipravena smésna kultura dvou
bunéénych linii HT-29 (ATCC HTB-38, 137 az 147 pasaz) a Caco-2 (ATCC HTB-39
pasaz 20 az 30) v poméru 1:9. HT-29 byly kultivovany v Dulbecco's Modified Eagle
Medium s 15% fetalniho bovinniho séra (Lonza, Némecko) a 1% smési
Penicillin/Streptomycin (Lonza) a 1% Na-pyruvatem (Lonza). Pfed experimentem byly
HT-29 bunky diferencovany na buniky produkujici mucin podle metody prezentovanou
Lesuffleurem et al. [92]. Caco-2 buiky byly kultivovany v Eagle's minimalnim médiu s
20% fetalniho bovinniho séra, 1% penicillinu a streptamycinu a 1% L-glutaminem
(Lonza). Startovaci koncentrace smésné kultury byla 1,10° bunék/cm? a kultura byla

kultivovana na dné jamky, dokud nebylo doséhnuto konfluence (typicky béhem 14 dni).

Statistické vyhodnoceni vysledkii:

Data byla zpracovdna pomoci programt Statistica 10 (StatSoft, CZ), Excel (Microsoft,
US) a MatlabR2013a (MathWorks, US). VSechna méteni jednoho experimentu byla
standardizovana a pievedena na % fluorescence pomoci nasledujici rovnice:

(xgpy — NC)
PC
kde x (%)= prevedené relative fluorescence unit (RFU) na % fluorescence

x (%) =

Xrru = fluorescence jednotlivé jamky zméfend v RFU jednotkach
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NC = negativni kontrola, tj. nespecifickd fluorescence jamky s fosfatovym
pufrem
PC = pozitivni kontrola, tj. fluorescence obarveného vzorku bakterii bez

promyvani

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami prebiotik a sacharidti byly vyhodnoceny
pomoci One-Way ANOVA. Nulova hypotéza zde byla: adherence s
prebiotiky/sacharidy je stejnd jako adherence kmene bez pfitomnosti téchto aditiv.
Skupiny prebiotik a sacharidt odlisujici se od vzorku bez aditiv byly testovany Tukey-
Kramerovou metodou.

Vsechny vysledky byly vyhodnoceny na pfitomnost interakce mezi jednotlivymi
faktory pomoci Three-Way ANOVA. Zvolené faktory byly: (i) prebiotika; (ii)
probiotika; (iii) typ povrchu.

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

Zvyseni uc¢ink probiotik Ize ocekavat od kmenit, jejichz fenotyp vykazuje
schopnosti tvofit biofilmy. Biofilmové formy vykazuji vysSi odolnost vii¢i chemickym i
fyzikalnim vlivim a déle perzistuji ve stievnim obsahu. Biofilm tvoftici probiotika
mohou proto zvysit Géinnost vlastnich probiotickych vlastnosti. Mezi sledované
probiotické vlastnosti patii: prezivani v solich zluGovych kyselin, piezivani v nizkém
pH a adherence na polystyren a na tkanovou kulturu HT-29. Toto piedpokladané
zlepSeni probiotickych vlastnosti jsme se pokusili prokazat nasledujici sérii pokusi.

Pro pokusy porovnavajici probiotické vlastnosti biiofilm tvofici a planktonické
formy téhoZ bakterialniho druhu byl pouzit bakterialni kmen Lactobacillus acidophilus
CCM 4833 (dale oznacen jako kmen 10B) v planktonické formé (K-) a ve formé
biofilmu (K+) kultivované na anorganickém kiemi¢itém substratu Probifix K

(Pharmaceutical Biotechnology, Ceska republika).
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Stanoveni po¢tu Zivych bakterii (CFU):

Pocet zivych bakterii ve vSech vzorcich byl stanoven modifikovanou metodou
Miles-Misra [107; 108]. Vzorek je sériové (1:9) roziedén ve PBS (pH 7,4) a rozkapan
na agar dle de Man, Rogosa a Sharpe (MRS) v objemu 10 pl. Po inkubaci je spocitano

mnozstvi kolonii v jedné kapce a piepocitano na celkové mnozstvi CFU v 1 ml:

(CFU{ objem kapk}-')

CFU.mi™t = —
Zredeni

kde:
CFU - pocet kolonii v kapce

ziedéni — ¥ad zfedéni ve tvaru 107~

Vliv biofilmu na p¥ezivani kmene 10B v roztoku soli o nizkém pH

Byl pfipraven roztok soli simulujici prostfedi zaludku o sloZeni: NaCl (2,05 g.I
1), KH,PO, (0,60 g.I'Y), CaCl, (0,11 g.I'") a KCI (0,37 g.I") [109]. V roztoku bylo
upraveno pH pomoci 1 M HClI na pH 1, 2 a 3. V téchto pfipravenych roztocich byly oba
dva vzorky inkubovany 2 hodiny na tfepacce pii teplote¢ 37 ‘C. V &asech 0,5, 1 a 2
hodiny byly odebrany vzorky; pH vzorki bylo upravovano pomoci 1 M NaHCOj3; na
hodnotu pH = 7,4. Pocet CFU ve vzorku byl uréen pomoci modifikované plotnové

metod Miles-Misra. Kazdy pokus byl proveden ve tiech opakovanich.

Vliv biofilmu na pieZivani kmene 10B v roztoku Zluci

Vzorek K+ a K- byl inkubovan v 0,3% roztoku praseéi zluéi (Sigma, Némecko)
po dobu 4 hodin pii teploté 37°C [110]. KaZzdou hodinu byl odebran vzorek. CFU bylo
stanoveno pomoci modifikované plotnové metody Miles-Misra. Kazdy pokus byl

proveden ve tfech opakovénich.

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

kulturu HT29
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Kromé¢ klasickych probiotickych vlastnosti byla také sledovana zména
schopnosti adherence biofilm pozitivniho a biofilm negativniho kmene. Vzorky K+ a K-
byly inkubovany v mikrotitra¢nich desti¢kach bud’ na (narostlé, nebo na suspenzi, jak
star¢) tkanové kultuie nebo ptimo na jejich polystyrenovych sténach po dobu 0, 1,2, a3
hodin. Nasledn¢ byl roztok nad povrchem odsat a jamky byly tiikrat promyty
PBS(pH 7,4) [111]. Ke tkanové kultufe bylo nasledné piidano 0,12 % praseciho
trypsinu (SAFC Biosciences) a po uvolnéni bun€k od substratu byl pfidan PBS a pro
uvolnéni bakterii od bun¢k TK byl pouzit ultrazvuk (ultrazvukovy generator o vykonu
2x180 W nastaveny na 60 % vykonu s médem SWEEP). U polystyrenové mikrotitracni
desticky byla desticka s adherovanymi bakteriemi a PBS pro oddé€leni adherovanych
bakterii pfimo ultrazvukovana. Pocet Zivych bakterii jako CFU byl stanoven
modifikovanou plotnovou metodou podle Miles-Misra. Kazdy pokus byl pfipraven ve

ttech opakovanich.

Inhibice ristu vybranych patogennich kmeni pomoci metody inhibice ristu

Dalsi zkoumanou vlastnosti biofilmovych a nebiofilmovych kment byla jejich
schopnost inhibovat riist patogennich bakterii. U nékterych probiotik jsou prokazany
piimé inhibice patogennich druht pomoci produkce rtznych antimikrobidlnich latek.
Tato produkce je ale také ovlivnéna fenotypem a miize dojit k zmeéné€ jejich expresniho
profilu pfi kultivaci v biofilmu.
Kultury K+ a K- byly Ilyzovany pomoci vysokou¢inného ultrazvukového
homogenizatoru (SONOPULS HD 3400 — 400W amplituda 80% + pulzace 4 sekundy).
Lyzované vzorky byly nasledné ptefiltrovany pies bakteridlni filtr 0,45 pm, 10 ul tohoto
lyzatu bylo naképnuto na agarovou plotnu na jejimz povrch byla rovnomérné rozetiena
kultura vybranych patogennich mikroorganismi: 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. Stejnym zpuisobem bylo na misku nakapnuto také 10 pl zivych bakterii
pivodnich kultur (K+ a K-) [112]. Po inkubaci 24 hodin pii 37°C (Clostridium sordelli-
anaerobn¢) byly odecteny piipadné vzniklé inhibicni zony. Test byl opakovan dvakrat;

uveden je pramér téchto vysledkli vyjadieny jako rezistence, senzitivita ¢i neurcitelnost.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno T-testem
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Na vyhodnoceni byl pouzit Studenttiv dvouvybérovy neparovy T-test. Tento test
dokaze urcit, zda dva nezavislé vybéry majici normalni rozdéleni hodnot, maji stejné
stfedni hodnoty. Shodnost rozptyla byla ovéfena F-testem. Pokud vysledné hodnota je P
< 0,05, jsou rozptyly obou dat stejné a mtize byt pouzit T-test. Nulova hypotéza byla, Ze
pouziti prebiotik/cukri neméd Zzadny vliv na adherenci a vyslednd adherence se
neodliSuje od kontroly.

T-test je nasledné€ vypocitan podle vzorce:
X1 — Xy

1 1
Sxix2 a1 t 72

t =

kde:

1
Sx1x, = \/5(*9?{1 + 5%,)

Sx1 — smérodatna odchylka souboru 1
Sx2 — smérodatnd odchylka souboru 2
X, - pramér souboru 1

X - pramér souboru 2

n; — pocet hodnot v souboru 1

Nz — pocet hodnot v souboru 2
Vypocitana hodnota byla srovnana jako s tabelovanymi hodnotami pro hladinu

vyznamnosti 0,05 a pfevedena na P. Pokud P < 0,05, jsou soubory skupin pii 95%

pravdépodobnosti. odlisné
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5 Vysledky a vyhodnoceni

Vsechny ¢tyfi pokusy jsou dale vyhodnoceny zvlast’ a nasleduje tedy prehled pro
(i) vliv prebiotik na adhezi probiotik; (ii) vliv biofilmového fenotypu na probiotické
vlastnosti; (iii) moznost vyuziti flotace jako zpisobu oddéleni adherentnich a
planktonickych bakterii a (iv) stanoveni adheze bakterii na sliznici tlustého stieva.

Vyznam vysledki a jejich propojeni je dale uvedeno v diskuzi.

5.1 Vliv prebiotik na adhezi probiotik

Z vysledkl uvedenych v Tabulkéach 1 az 3 vyplyva, ze ve vétsin€ piipadt doslo
ke statisticky vyznamnému poklesu adheze probiotickych kment V pfitomnosti
prebiotik. Je zde také graficky znazornéna statisticky vyrazna odchylka od skupiny bez
prebiotik, ktera byla uréena pomoci one-way ANOVA s P = 0,05. Statisticky vyznamné
rozdily jsou v tabulce vyznadeny barevné. Cervené oznadené skupiny Vyzna¢uji pokles
statisticky vyznamny pokles adheze, zatim co zelené skupiny jeji vzestup.

Statistické zhodnoceni vysledkd pomoci three-way ANOVA nepotvrdilo zadnou
jednoznacné prevladajici tendenci, kterd by charakterizovala vliv prebiotika na
adhezivni schopnosti probiotik. Neni tedy mozné vSeobecné konstatovat, Ze by néjaké
prebiotikum nebo sacharid ovliviiovaly adherenci jednoho typu probiotika ke vSem
testovanym substratim stejnym zplsobem. Pozorovand interakce probiotik a prebiotik
je velmi odliSnd i vramci jednotlivych kment téhoz bakterialniho druhu. Pokud
bychom ptfece jen chtéli vyjadiit obecné pievladajici tendenci vyjadiujici vliv
testovanych prebiotik na schopnost probiotik adherovat k pevnym povrchtim, 1ze fici, ze
prebiotika tuto schopnost spise tlumi. Utlum adheze je patrny u viech typti zkoumanych
povrchi.

I kdyz hlavni trend poklesu schopnosti adherence bylo po pfidani
prebiotik/sacharidi, u nékterych part byl naopak pozorovan i jeji zvySeni. Z tohoto
pohledu, srovnani poméru poklesu/vzestupu adheze je nejvice ucinné prebiotikum P95,
Vivinal a Synergy, které mohou zvySovat adherentni schopnosti nékterych
probiotickych kment. Je vSak, ale nutné si konstatovat, Ze tento vzestup je specificky
jak pro pouzity kmen, tak i pro sledovany substrat. Za pozornost stoji Prebiotikum GR,
nebot’ snizovalo adhezi vSech sledovanych probiotickych kmend na vSech typech

substratu.
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Tabulka 1: Vysledky adherence na polystyren. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
vyjadieny v % adherovanych bakterii. Pomoci barev jsou odliSeny statisticky vyznamné
zmény oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidii) na hladiné vyznamnosti P =
0,05. Cervené je znazornén pokles adheze a zelené jeji vzestup.

Polystyrene GR Syn. P95 Vivinal | Lactose | Gluc. Galac. Blank
smetanova startovaci kultura

+ + + + + +
CCDM 17 11+03 |15+04 [46+05 (38+04 [41+04 (84+04 |48%02 |3,7+£0,8
';él'ac“s subsp. lactis CCOM | 1054 07 | 28412 17512 (31942826935 | 75409 [77+07 | 17520

E. durans CCDM 922A 09+03 |08+02 [70+10 |83+13 |15+05 |233+25|186+11|322+72

E. faecium CCDM 945 23+06 [34+12 |79+12 |11,0408|92+09 |209+17|55+08 |53+0,8

B. lactis CCDM 94 04+02 [31+02 |44+04 |79+07 |45+07 |281+47|252+51|41,9+46

L. rhamnosus CCDM 150 119,04 28404 15203 (3005 |18+03 |21£05 92406 |246+67

L. acidophilus CEDM 151\, 6, 08 | 20403 |138+14|35405 [57410 [56+09 |57409 |247259

L. rhamnosus CCDM 289 13+03 |16+06 |88+13 |133+18|94+08 |44+08 |69+12 |143+18

.
L. rhamnosus CCDM 598 03+01 02401 |14+03 |14+04 |14+04 |84+07 |102+10|68+19

: - T
L. acidophilus CCOM 79 09+01 |08+01 |73+10 |50+07 |57+05 [224+10(179+25|7,6+11

L. lactis subsp. lactis CCDM

6177 28+0,7 |38+0,7 |23+06 |(64+£13 |35+07 |46+05 [63+x09 [81+04

.
E. durans CCDM 500 36+06 |25+03 |58+15 [34+07 [29+11 |[11,1+19[169+24|82+15

B. animalis ssp. lactis CCDM

747 04+01 |05+02 [(20+03 |18+04 |17+£0,2 |15+05 |16+03 |55+05

Pii sledovani vlivu prebiotik na adhezi probiotik na polystyren je ziejmy jeji
vSeobecny negativni efekt. U vétSiny probiotik doslo k vyznamnému poklesu adheze.
Vyjimku tvoii pouze nékteré kombinace bakterii a jednoduchych cukrd. Z hlediska
stanoveni probiotickych vlastnosti neni tento vysledek aZ tak piekvapivy, protoze hlavni
silou pfi adhezi na polystyren tvofi nepolarni sily mezi povrchem substratu a povrchem
bakterialni buniky. Pokles adheze tedy mize byt vysvétlen interakci bakterii a nabitého

prebiotika.

Tabulka 2: Vysledky adheze na polystyren pokryty mucinem. V tabulce jsou uvedeny
hodnoty vyjadieny v % adherovanych bakterii. Pomoci barev jsou odliSeny statisticky
vyznamné zmény oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidi) na hladiné
vyznamnosti p = 0,05. Cervené je znazornén pokles adheze a zelené jeji vzestup.

Mucin GR Syn. P95 Vivinal | Lactose | Gluc. Galac. Blank

SC"éeSa'\f/‘IOi/? startovaci kultura |, o, oo 1264236217 |50+17 [34+09 |103+11[112+13 26466
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L

. lactis subsp. lactis CCDM

. 42408 |11,6+31|64+19 |64+16 71416 |109+18|115+12|67+18
E. durans CCDM 922A 43+10 [146+21|20%06 [1,9+05 |[1,6+05 |20+10 [20+05 |[39+11
E. faecium CCDM 945 02402 |06+02 [21+03 |18+04 [14+05 [15403 |15+05 [19+05
B. lactis CCDM 94 50+15 80422 [36+06 |59+13 [107+27[37+07 |25+06 |102+14
L. rhamnosus CCDM 150 62+22 [88+11 [281+54(22405 [27+09 [30+07 [32+06 |44£06
L. acidophilus CCDM 151 | 18+04 |14+02 |31408 [39+08 |34+05 |68+08 |79+07 |154%0,9
L. rhamnosus CCDM 289 20403 |27+06 |34+05 |75+08 [39+08 [35+07 [37+07 |83+11
L. rhamnosus CCDM 598" [ 03401 [02+01 2203 |06+02 |08+01 |19+06 |40+13 [55+05
L. acidophilus CCDM 79" 19404 [14402 |30+09 |40+08 |35+05 |56+05 |47+04 |57+04
(Lsi;gdis subsp. lactis CCDM | 05401 {03+0,1 |12+01 |08+01 |[07+01 |104+13|153+24|20%0,7
E. durans CCDM 500" 01+01 (02401 |06+01 [05+01 [06+01 |06+01 [08+01 |14£03
?ATanima"S ssp. lactis CCDM | 09+ 02 |09+01 |74+12 |35404 [42+08 |36+07 [31£06 |56+1,1

Pti pouziti modelu obsahujici mucin se jiz vice pfiblizujeme redlnému prostiedi

ve stfevech. Adheze probihd rozdilnym mechanismem a vétSina bakteridlnich kmenti

dobte adherujicich na polystyren Spatné¢ adheruje na mucin a naopak. Pii pouziti

prebiotik/sacharidi zde ale vidime také pfevazujici negativni efekt a pokles adheze.
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Tabulka 3: Vysledky adheze na tkanové kultury. V tabulce jsou uvedeny hodnoty
vyjadieny v % adherovanych bakterii. Pomoci barev jsou odliSeny statisticky vyznamné
zmény oproti blanku (skupina bez prebiotik/sacharidii) na hladiné vyznamnosti p =

0,05. Cervené je znazornén pokles adheze a zelené jeji vzestup.

Tkanové kultury GR Syn. P95 Vivinal | Lactose | Gluc. Galac. Blank

smetanova startovaci kultura |, o, o, [54+08 [28+12 [79+09 [62+13 [138+08[109+11[204+14
CCDM 17 T

|7-~31|aCtiS subsp. lactis CCDM | 115+16|140+15(328+16|26+12 [24+04 (99406 |11,1+08]141+14

E. durans CCDM 922A 35+07 |44+19 [62+13 |61+18 |73+14 |151+14[147+11]|96+12
E. faecium CCDM 945 260+32|355+46(356+39(31,7+37[206+26|548+42[803+95]|508+36
B. lactis CCDM 94 1,0£10 [04+03 [10+05 |28+08 |12+05 [355+24]|411+44(6,9+05
L. rhamnosus CCDM 150 130+04[136+06|392+13]|151+14130+10(82+06 [103+10[153+16

L. acidophilus CCDM 151 22+04 [39+05 [39+07 [36+07 [38+05 [80+07 [170+1,9]11,8+1,5

L. rhamnosus CCDM 289 10+06 [06+01 [15+07 [125+22|43+18 [38+05 [56+05 |72+27

-
L. rhamnosus CCDM 598 28405 [1,2+10 |90+08 [1,2+01 |13201 [34+06 |41+10 |11,6+03

: : T
L. acidophilus CCDM 79 24+06 [21+09 86226 |86223 [41+13 [89+04 92205 |82+1,2

|é-17|$0ti3 subsp. lactis CCDM | 19407 |12+07 |22+07 [1,1+07 22403 |127+14]178+13|25+09

.
E. durans CCDM 500 0705 |07+06 |53+12 [55+09 |40+08 [1,1+05 |1.8203 [24+06

%ﬁanimalisssp. lactis CCDM | g4+04 |25+06 |92+14 [92+08 [55+13 |37+06 |[30+08 [79+08

Adheze na tkanové kultury je nejvice realny model stfevniho prostiedi. PouZiti
buiiky simuluji epitel tlustého stieva a HT-29 MXT také konstantné produkuje mucin,
ktery jej pokryva. Vlastni adheze na TK je velmi ruznoroda, ale efekt prebiotik je zde

také prevazné negativni.

Tabulka ¢. 4: Pomér statisticky vyznamného vzestupu/poklesu adherence
probiotickych kmenti pfi pouziti jednotlivych prebiotik z celkového mnoZstvi 12
zkoumanych kment.

Prebiotikum Polystyren Mucin Tkanové kultury
GR 0/12 0/10 0/11
Synergy 0/12 3/9 0/11
P95 0/8 1/7 417
Vivinal 217 0/6 417

Z uvedeného je ziejmé, Ze pokud se soustfedime pouze na adhezi, ma vétSina

prebiotik vyrazny inhibi¢ni u¢inek. Tento trend byl pozorovan také u jednoduchych
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sacharidi v této souvislosti se nabizi konstatovani, Ze z hlediska adheze, vétSina

prebiotik negativné ovlivituje interakci probiotik s povrchy epitelialnich bungk.

Jednou z pti¢in mize byt obsazeni receptorti na povrchu buiiky prebiotiky nebo
zména nabojového rozlozeni na povrchu bakterie. Na rozdil od prebiotik, ale jednotlivé
sacharidy zvySovali adhezi u vice probiotickych kmenti. Toto Ize vysvétlit polymernim
charakterem prebiotik, které blokuji vice receptorovych mist. DalSim moznym efektem
je energetickd naro¢nost samotného metabolismu prebiotik. Bunika nemtze uvolnit
energii pouze glykolyze, ale nybrz je nucena produkovat dalsi sacharolytické enzymy.
To mlze vést ke snizené produkci adhezinli a celkovy posun energetické bilance
smérem k produkei dilezitych metabolickych enzymu.

Jak jiz bylo uvedeno, pouzita prebiotika tvotily GOS, inulin a oligofruktdzy.
GOS byly oznaceny jako ,,smés produkti enzymatické upravy laktozy, které obsahuji 2
aZ 8 sacharidovych jednotek, z ¢ehoz jedna je terminalni glukoza a zbyvajici galaktoza a
disacharidy slozené ze dvou jednotek galaktézy [114]. GOS je produkovano
enzymatickou reakci s B-glukosidazami a hydrolazami. Vysledné spektrum produkti se
velmi lisi v zavislosti od pouzitych enzymu a reakénich podminek. Vysledny produkt
obsahuje smés rizné dlouhych polymeri s vazbami B 1—6, B 1—3 nebo  1—4. Z toho
divodu je i fermentace stfevni mikroflorou velmi riznorod4 a hraje v ném svoji roli
extracelularné produkované smés enzymii. Pravé nutnost sekrece té€chto enzymi miize
byt jednim ze znakl snizené adherence. Energeticka potieba je prednostné presunuta na
produkci téchto enzymt a tim miize dojit ke sniZeni tvorby adhezind.

Jako zastupce GOS zde byl v pokusech pouZzit pouze Vivinal GOS, ktery je
vyrabén s vyuzitim enzymu Bacillus circulans, ktery transglykosyluje laktézu hlavné na
B 1—4 produkty [115]. Tento produkt obsahuje nejvétsi mnozstvi polymert slozenych
ze tii a ze dvou sacharidovych jednotek (cca. 40 % suché hmoty). Vétsi polymerni
fetézce se vyskytuji piiblizné ve 20 % ptipadi. Bohuzel tento produkt obsahuje také
vysoké mnozstvi zbytkovych mono a disacharidt (cca 40 %). Z toho divodu bylo nutné
provést také experiment na zbytkovych jednoduchych sacharidech, konkrétné glukoze,
galaktoze a sacharoze, v koncentracich bézné se vyskytujicich v mléénych produktech.
Pti srovnani vysledki testu Vivinalu a laktézy a jejich vlivu na adherenci, je mozné si
v§imnout velmi podobnych zmén adheze. Prakticky az na tfi kmeny Lactobacillus
rhamnosus CCDM 289, Bifidobacterium lactis CCDM 94 a Lactoccocus lactis subsp.
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lactis CCDM 617" byl dopad na adherenci Vivinalu i laktozy témé&F stejny. P¥i vyfazeni
téchto tfi kment byla také nalezena korelace pomoci ANOVA testu. Je zjevné, Ze prave
lakt6za — méla po pfidani Vivinalu velky vliv na vyslednou adherenci probiotik. Dalsi
dva sacharidy — gluk6za a galaktdza, které se také vyskytuji vroztoku Vivinalu o
pomérné vysoké koncentraci se odliSuji jiz u vicero kmenti a jsou mnohem podobnéjsi
mezi sebou, neZ pti srovnani s Vivinalem. Mezi nimi nebyla pozorovana korelace ani
pfi vynechan vySe zminénych kment.

Zbyla pouzita prebiotika byla tzv. inulinového typu, kterd se mohou délit na
inulin, oligofruktézu a FOS. FOS nebyly v tomto experimentu pouZity. Jako zastupce
vivinalu bylo pouzito Orafti GR. Oligofruktézovy typ prebiotika piedstavuje Orafti P
95. Posledni pouzité prebiotikum Orafti Synergy je smés inulinu a oligofruktdzy. Orafti
GR je velmi mirné zpracovany inulin izolovany z ¢ekanky a obsahuje velmi dlouhé
fetézce s polymeracnim stupném az 60. Orafti P 95 je jiz CéasteCné enzymaticky
hydrolyzovany inulin a maximalni polymeracni stupen je okolo 20.

Vliv téchto tii prebiotik na adhezi je také prevazné negativni. Schopnost
adherence na polystyren byla snizena témét u vSech kmenli. Adherence na mucin byla
posilena pouze u kment 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 tkanové kultury byla posilena pouze u Etyt
kment v kombinaci sP 95. Je tedy mozné, Ze pro in vivo pouziti je vhodné&jsi jiz
uréitym zptisobem zpracovany inulin. Prebiotikum Orafti GR ma totiz vibec nejhorsi
vliv na adhezi ze vsech sledovanych prebiotik i sacharidi. To podporuje teorii o
nutnosti buiiky pfesmérovat energii do metabolickych procesu a totiz oslabeni adheze

v disledky snizeni proteosyntézy adhezintl.
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5.2 Vliv biofilmového fenotypu na probiotické vlastnosti

Vliv biofilmu na pfezivani kmene 10 B roztoku soli o nizkém pH. Pii sledovani
vlivu fenotypového biofilmu na schopnost piezivani dané¢ho kmene v prostfedi o
nizkém pH byl zjistén vyrazny narast procenta piezivsich bakterii. I po dvou hodinach
inkubace v pH = 1 byla u biofilm pozitivniho kmene pozorovéana stale vice nez 90 %
viabilita, zatimco u biofilm negativniho kmene jiZ po této dobé€ viabilita klesala na 70 %

(graf ¢.: 2 az 4 a tabulka ¢. 4). Tento rozdil by potvrzen dvou vybérovym t-testem na
hlading vyznamnosti p = 0,05.

Pfezivani kmene 10B ve snizeném pH 2
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Pfezivani kmene 10B ve sniZeném pH 1
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Graf ¢. 2, 3 a 4: Vliv snizené¢ho pH na procento piezivsich bakterii planktonickych (K-)
a biofilmovych (K+) bakterii kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833 (10B). Na
ose y je procento viabilnich bakterii po kultivaci ve snizeném pH a na ose X je uvedena

doba kultivace.
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Vliv biofilmu na pfeZivani kmene 10B v roztoku Zluci
U kultivace v 0,3 % roztoku prasec¢i zIu¢i byla pozorovana také zvysSena
odolnost biofilm pozitivniho kmene i béhem 4-hodinové inkubace (Graf ¢. 5). Vyssi

odolnost biofilmového kmene je znatelné a statisticky vyznamné na hladiné P =0,05

105 Prezivani kmene 10B v 0,3% roztoku praseéi Zlugi

100

bakterie [%]

80

¥
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M
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70

65
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doba plsobenf Zluéi [h]

Graf ¢&. 5: Procento prezivsich bakterii kmene Lactobacillus acidophilus CCM 4833
(10B). Na ose y je procento viabilnich bakterii po kultivaci ve 0,3% praseci zIu¢i a na

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

Vliv biofilmu na schopnost adherence kmene 10B na polystyren a na tkanovou
kulturu HT-29

Béhem testi adherence na polystyren a na tkanovou kulturu HT-29 byl
pozorovan nartist adherence pouze na polystyrenovy substrat. Adherence na bunéénou

kulturu HT-29 byla shodné s adherenci biofilm negativniho kmene (viz. Graf ¢. 6 a 7)).
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Graf ¢&. 6 a 7: Procento adherovanych b bakterii kmene Lactobacillus acidophilus CCM
4833 (10B). Na ose y je procento adherovanych bakterii a ha ose x je uvedena doba

adherence na HT-29 a na polystyren — srovnani pii pouziti biofilmu.
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Inhibice ristu vybranych patogennich kmenu

Pti sledovani inhibice ristu vybranych patogend a oportunnich patogent byla
pozorovana zvySena inhibice ristu Escherichia coli CCM 3988 a Staphylococcus
aureus CCM 3953 viabilnimi biofilm pozitivni buiikami kmene 10B.

W

Tabulka ¢. 10: Vysledky méfeni inhibice patogennich kment (S — senzitivita, R —
rezistence, | — neurcitelnost). Je uvedena pozorovana senzitiva nebo rezistence na agaru

pokrytém patogennim kmenem s jamkami obsahujici zivé burfiky nebo inaktivovany

lyzat.
Kmen SIR/
Zivé buiky Lyzat
bez s biofilmem bez s biofilmem
biofilmu biofilmu
Listeria monocytogenes HUB-3 S I R
Clostridium sordelli CCM 4611 S S R
Escherichia coli CCM 3988 I S I I
Shigella flexneri HUB-9 R
Pseudomonas aeruginosa CCM R
1960
Salmonella ser. enteritidis HUB- R R R R
22
Staphylococcus aureus CCM R S R R
3953
Proteus vulgaris CCM 1749
Candida albicans CCM 8269
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Narust biofilmu na ¢asticich
Pro kontrolu kvality nariistu biofilmu byla provedena elektronova mikroskopie,

ktera prokazala nariist vrstvy bakterii na pouzitych ¢asticich.

SEM MAG. 10.00 BE Ditector
B PO MY 20EY DATE: 0032 2 W ST
WET AR Dewwn: TES 1 300E Crigeat Assaeory Fnlily| RS e Dewicn: TES 15000 Dol Alereacnsy imaging

vegn STescan
Crgeal s o FRdgng

Obrazek €. 6: Narist biofilmu na anorganickych kiemicitych casticich (technika SEM,

zvetSeni 10kx)
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5.3 Flotace a jeji pouziti pro oddéleni adherovanych a planktonickych
bakterii

Toxicita pripravenych FA na pouZité bakterialni kmeny
Vysledky testu toxicity pripravenych FA na prezivani kmene Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 i CCM 7221 jsou uvedeny v tabulce ¢. 12.

Tabulka ¢. 12: Toxicita vyuZivanych FA na bakteridlni kmen Staphylococcus
epidermidis CCM 4418 a CCM 7221 po 30 minutach expozice. Oznacéeni poctu zivych
bakterifi: +++> 95%; ++ >70%; - < 10 %

Flota¢ni ¢inidlo | koncentrace (g/L hustota CFU
PBS) (g.ml™)
Sacharéza 2000 1,23 4+
MgSO, 730 1,22 4+
CsCl 1000 1,57 +++
Polyethylenglycol 440 1,05 +++
PERCOLL - 1,13 ++
Diatrizoat sodny 500 1,21 +++
Dextran 270 1,08 ++
NaNO; 740 1,33 +4+
Ethylenglycol - 1,14 -

Jak je z této tabulky patrné pouze ethylenglykol ma pozorovatelny toxicky vliv.
DalSi pouzita FA jsou netoxickd. Pouze Dextran a NaNOjz; zputsobili pokles

Zivotaschopnych bakterii na 70 %.
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Kalibrace fluorescence a fluorescencni detekce bakterialni adherence
Nameétena kalibracni kiivka zavislosti fluorescence na poctu CFU v jamce je
znazornéna na grafu ¢islo 8. Linearni zavislost byla pozorovéana od piiblizné log 6 do

log 8 CFU.

Kalibracni krivka pro Staphylococcus epidermidis
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Graf ¢. 8: Kalibracni kiivka zéavislosti fluorescence na poc¢tu CFU obarveného kmene
Staphylococcus epidermidis. Na ose y je uvedena relativni fluorescenéni jednotka

(RFU), ktera odpovidala pfitomnému mnozstvi obarvenych bakterii v jamce (0sa X).

Flota¢ni ¢inidla CsCl, Sacharéza a PEG ovliviiovaly fluorescenci vzorku v case
a nebyly proto vhodné pro vyuZiti v metod¢ adherence na mikrotitraéni desticce, kde se
fluorescence snimala Synergy 2 readerem. CsCl bylo ale pouzito v pokusu s laserovym
skenovacim mikroskopem, kde byla fluorescence métena bezprostiedné po ptidani
vzorku a ovlivnéni fluorescence tedy bylo minimalni. Kromé CsCl zadné jiné flotacni

¢inidlo neumoznilo pfipravit takové Siroké rozmezi hustot.

Detekce pomoci kultivace a pomoci fluorescence
Vysledky kultivace adherentnich bakterii a z fluorescenéni detekce pomoci

fluorescenéniho readeru jsou uvedeny v grafu ¢. 9. Rozdil mezi fluorescen¢ni detekcei a
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detekci kultivaéni metodou byl vyhodnocen pomoci, stanoveni Studentova t-testu jako
nevyznamny na hladiné P =0,05. Smérodatnd odchylka ve vSech méfenych
fluorescencnich i kultivacnich byla nizsi nez 10 % log CFU a také podil adherentnich a
uvolnénych bakterii vychazel v obou metodach velmi podobné. Bylo tedy potvrzeno, ze
metody kultivace 1 fluorescen¢ni detekce jsou dostatecné piesné a opakovatelnd pro

dal$i provedeni experimentu.

Srovnani fluorescencni a kultivacni metody detekce pro
adherentnich a planktonickych bakterii béhem promyvani

log CFU - uvolnéné

log CFU - adherentni

pocet promyvacich cykli

& Uvolnéné - Fluorescenéni detekce B Adherentni - fluorescenéni detekce

B Uvolnéné - kultivaéni detekce B Adherentni - kultivaéni detekce

Graf ¢. 9: Podil adherentnich a uvolnénych bakterii kmene Staphylococcus epidermidis.
Srovnani fluorescen¢ni metody detekce a kultivace. V grafu jsou uvedeny log CFU
naméfenych adherentnich bakterii (dole) a bakterii uvolnénych (nahote) po urcitém
poctu promyvacich cykli. Béhem promyvani se pocet uvolnéni stale zvysuje, jsou tedy
odmyvany i adherentni a slabé adherentni bakterie.

Srovnani riaznych flota¢nich ¢inidel

Srovnani riznych flotacnich ¢inidel bylo provedeno pomoci kombinace metod
fluorescenc¢ni detekce a kultivace. V grafu ¢islo 10 jsou graficky znazornény vysledky
obou metod, kdy pro CFU vétsi nez log 6 jsou pouzita fluorescencni data a pro CFU
mensi nez 6 data z kultivaéni metody. Vyjimku tvoii FA CsCl, sachar6za a PEG — tyto
tti FA byla kvili inhibici fluorescence vyhodnocena pouze kultiva¢ni metodou (viz graf

10 a 11).
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Graf ¢. 10 a 11: Srovnani flotace biofilm pozitivnich a biofilm negativnich kment

Staphylococcus epidermidis. V grafu jsou uvedeny naméfené pocéty log CFU

adherentnich bakterii v zavislosti na hustoté pouzitého flotaéniho ¢inidla. Rizna flota¢ni

¢inidla jsou uvedena riznou barvou.
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Z grafického vyhodnoceni je ziejmé, Ze dosazené vysledky se znaéné lisi od

vysledkli promyvani. Pfi zvySovani mérné hustoty pouzitych flota¢nich ¢inidel nad 1,2

g.I"" dochézelo k rapidnimu uvoliiovani adherovanych bakterii do koncentrace pfiblizné

1,3g.I". Vétsina FA maji pouze omezenou rozpustnost a pouze CsCl mohlo byt

ptipraveno Vv celém rozmezi mérnych hustot. Dalsi flota¢ni ¢inidla jsou zde zndzornéna

v takovém rozmezi, jak to dovolila maximalni mozna rozpustnost daného FA.

Srovnani FA a promyvani

V tabulce ¢ 13 jsou uvedeny srovnani log CFU pfi trojim promyvani a flotaci pomoci

FA s minimaln{ hustotou 1,130 g.ml™.

Tabulka ¢ 13: Srovnani flotace a promyvani. * v tabulce jsou uvedeny hodnoty pro

kmen Staphylococcus epidermidis CCM 4418.

Flota¢ni ¢inidlo minimalni mérnd hustota | Koncentrace |Zména log CFU
s pozorovanym flotacnim | FA [w/Vv] adherentnich  bakterii
i¢inkem [g.ml™] oproti trojimu

promyvani PBS*

Sachardza 1,16 25% +0,65

MgSO, 1,16-1,19 28 —34 % +0,90

CsCl <1552 <45 % -1,57

Polyethylenglycol | nepozorovatelné maximalni +2,01

pouZita 33 %

PERCOLL 1,13 - +0,46

Diatrizoat sodny | 1,13-1,18 18-25% +0,65

Dextran 1,14 23 % +0,90

NaNO; <1,18 <9% -0,10

Srovnani flotace a promyvani pomoci LSCM

Béhem promyvani byla pozorovani signifikantni zména morfologie adherentnich

biofilm pozitivnich i negativnich kmend.
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Obrazky ¢. 1 a 2: Zména morfologie biofilm pozitivni (prvni dva tadky) a biofilm

negativniho kmene Staphylococcus epidermidis (spodni dva fadky). Je zde znazornéna

série promyvani 1 az 8 (zleva doprava a shora dolt1).

Pomoci vypoctu fluorescencnich pixeld v obraze bylo zjiSténo, ze promyvani i
flotace biofilm pozitivnich i biofilm negativnich kmenti je velmi odlisna (viz. Grafy 12
az 17). Béhem promyvani u biofilm pozitivniho kmene dochadzi uvolnéni masivnich
shluki biofilmu v hornich strukturach a dochédzi ke kontinualnimu uvoliiovéni po
dalSich Sest cyklt promyvani. Néasledné je pocet odtrzenych bakterii pti kazdém dalSim

cyklu jiz ptiblizn€ vyrovnany. U biofilm negativniho kmene dochazi ke kontinudlnimu
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uvoliiovani po dobu prvnich ctyt cykli. Nasleduje skok v koncentraci bakterii na dné

jamky a v dalsich cyklech je zde piitomno jiz stalé mnozstvi bakterii.
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Grafy €. 12 az 17: Zména fluorescence béhem promyvéani nebo flotace v riznych
vzdalenostech od dne jamky méfeno pomoci LSCM. Na ose y je intenzita fluorescence
vyjadiena jako % barevnych pixelll a na ose y je uvedena vzdalenost ode dna jamky.
V hornich dvou grafech je uveden vysledek po urcitém poctu promyvacich cykli.
Prostfedni dva grafy ukazuji vyslednou fluorescenci po flotaci FA MgSO, o rtiznych
hustotach a spodni dva grafy zndzoriuji vysledek po flotaci CsCl o riznych hustotach.

U flotace pii pouziti flota¢niho &inidla do hustoty 1,15 g.ml™ je hustota biofilmu
priblizn& stejna. PouZitim roztoku o vy$§ mémé hustotd nez 1,30 g.ml™ zpisobuje

velmi vyrazné odtrhavani bun¢k adherovanych na dné jamky.
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6 Diskuze

6.1. Ovlivnéni adhezivnich vlastnosti probiotik pritomnosti nékterych prebiotik

Vztah mezi probiotiky a prebiotiky byl jiz definovan v dvodnim literarnim
prehledu. Jak vyplyva zobou definic a kritérii jejich funkce, prebiotika by méla
zvySovat funkéni ucinnost probiotik, ptipadné dalSich komponent stfevni mikroflory.
Pokud se ty¢e Gcinki na adhezi probiotik ke stfevni sliznici, Zadna z vySe uvedenych
definic je neuvadi. Tato skutecnost vSak neznamena, ze by jejich synergie i v tomto
sméru nebyla Zadouci. Pokud by nékteré s prebiotik podporovalo adhezi nékterého z
probiotik ke stfevnimu epitelu, tato interakce by vyznamnou mérou pfispivala
k napliiovani G¢inkti oc¢ekavanych, od daného probiotika. Na druhé stran€, pokud by
nektera prebiotika adhezi vybranych probiotickych kmenti snizovala, mohla by rovnéz
snizovat jejich vysledné probiotické vlastnosti. Proto také jednim z cilt predkladané
prace je zjisténi do jaké miry bézné pouzivana prebiotika mohou ovliviiovat adhezivni
vlastnosti nejcastéjsich probiotik.

Podle toho co bylo v literarnim pichledu feceno o charakteru interakce probiotickych
bakterii se strukturami na povrchu epitelidlnich bunék, jednd se o vzdjemnou vazbu
hydrofobniho typu mezi cukernymi slozkami obou povrchu [118]. Z tohoto hlediska
pritomnost dalSi cukerné slozky (prebiotika) v misté interakce probiotické bakterie a
sttevniho epitelu, by mohla mit rusivy interferujici €¢inek.

V tomto ohledu prezentované vysledky opravnénost vySe uvedené obavy potvrdily. Ve
vétsiné vzajemnych kombinaci probiotika s nékterym z testovanych probiotik jejich
vzajemna interakce vedla k Gtlumu adheze. Pokud hloubé&ji studujeme dosazené
vysledky, mizeme pozorovat jisté, byt nevyrazné zakonitosti. Pfedné je to skutecnost,
7ze prebiotikum Oraafti GRv jehoz sloZeni vyrazné pievazuje inulin, vZadné z
kombinaci adhezi nepodporovalo, ale ptiblizné ve ¢tvrting piipadi ji naopak tlumilo, a
to bez ohledu na povrch, na némz k interakci dochéazelo. Jen o malo lepsi vysledek byl
zaznamenan V piipadé prebiotika Orafti Synergy 1, v jehoZ slozeni rovnéZz pievlada
inulin. V pfipadé tohoto prebiotika byl synergicky vztah obou reagujicich sloZzek
zaznamenan pouze tehdy, uskutecnil-li se na povrch mucinového substratu. Nicméné, i
na ném byla adheze potencovana jen ve tiech kombinacich. Dalsi prebiotika v nichz
inulin nebyl pfitomen, vykazovala ponékud piiznivéjsi vysledky. Oligofruktozové

prebiotikum Orafti P95 podpotilo adhezi nékterého z testovanych probiotickych bakterii
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celkem v péti ptipadech, pticemz se tak délo nejcastéji na povrchu tkanové kultury. Pro
testovand  probiotika se jako nejvhodnéjsi jevila interakce s prevazné
galaktooligosacharidovym prebiotikem Vivinal GOS, které podpofilo jejich adhezi
nejcastéji a to zejména na povrch bunék tkanové kultury. Za povSimnuti stoji pfedné
skutecnost, Ze se tak ani jednou nestalo na povrchu pokrytém mucinem. Druhou
skute€nosti, kterd stoji za povSimnuti je fakt, Ze ob€ neinulinova prebiotika vykazovala
vyrazné niz8i vyskyt piipadi v nichZ jejich interakce sdanym probiotikem vedla

Kk potlaceni adheze na néktery z testovanych povrchd.

Vysvétleni popsanych vysledkt je nutno ziejmé hledat v charakteru interakce mezi
cukernymi strukturami na povrchy bakterii a oligosacharidy glykoproteinii (glykocalix)
nachazejicich se na povrchu epitelidlnich bun€k. Pfitomnost velkého mnozstvi dosud
nenatravenych oligosacharidi prebiotik ve stfevnim obsahu vytvari nadbytek ,,falesnych
cila“ s nimiz mohou probiotické bakterie interagovat, aniz by pronikly k vlastnimu
povrchu stfevniho epitelu. Timto fyziologickym mechanismem chrani oligosacharidy
matefského mléka novorozence pred infekci nékterymi patogennimi mikroorganismy
[119]. Timto smérem je rovnéz zaméfena vétSina praci, které se vzajemné interakce
sttevnich bakterii a prebiotik tykaji. Jsou vétSinou zamény pravé na inhibici adheze
patogennich bakterii na povrch sttevniho epitelu vytvorenim nadbytku cukernych slozek
ve stievnim obsahu [120; 121]. Pokud se ty¢e opacného ptipadu, kdy jsou hledany
synergické efekty prebiotik a probiotickych bakterii na jejich adhezi k povrchu
sttevnich bun¢k, nejsou nam znamy zadné podobné studie. Vzhledem k tomu, Ze jsou
prebiotika zcela bézné ptidavana k probiotickym kulturdm bez ohledu na jejich mozné

interference, jsou podobné studie velmi zadouci.

Vedle pravé popsaného efektu, na inhibici adheze v pfitomnosti nadbytku sacharida,
muze se uplatnit i opacny typ oligosacharidové interakce, a to ten, Ze cukry prebiotika
obsadi vétSinu receptorovych mist na povrchu epitelidlnich bun¢k a tak je blokuji pro
vazbu s bakteriemi. V kazdém piipadé predkladana prace otevira novou oblast vyzkumu
probiotik. Z vyse uvedenych vysledku rovnéz vyplyva, Ze pro spoleéné podavani
probiotik a prebiotik neexistuje Zadné univerzalni pravidlo. Kazdou jejich kombinaci je
nutno vyzkouSet na ndmi navrzenych modelech. Vyslednou kombinaci je nutno jesté

ovéfit v podminkach in vivo na zvifecim modelu.
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Z testovanych kombinaci prebiotik/probiotik byly pozorovany nékteré dvojice, u nichz
doSlo ke zvySeni adherence. V nékterych pfipadech byl dokonce nartst
nékolikanasobny. Témito dvojice je kombinace probiotik Lactobacillus rhamonosus
CCDM 150, Enterococcus durans CCDM 500" a Bifidobacterium animalis CCDM 747
s prebiotiky P95 a Vivinalu. Tento vzrist se nezda byt zpusoben pfitomnosti
zbytkovych sacharidi v obou preparatech, protoze pii pouziti téchto jednotlivych
sacharidi byla adherence nezménéna nebo snizena. Tyto kmeny tyto tvoii vhodné
kandidaty na synbiotické preparaty.

Shrnuto, je moZné, ze vysledné ovlivnéni adheze je odpovédné nékolik efekti:
(i) ovlivnéni povrchu bakterie (zména naboje; blokace receptori); (ii) nutnost produkce
pfidavnych enzymil pro syntézu polymert a zvySena energeticka zatéz bakterie; (iii)
rozdilny osmoticky tlak vroztoku o stejné koncentraci prebiotik a sacharidu.
Kombinace téchto tii jevii ma pravdépodobné nejvétsi ucinek na pozorovanou zménu
adherence. DalSim efektem by mohla byt zména pH intenzivnéjSi metabolickou

aktivitou u jednoduchych sacharidl. Tento efekt byl ale inhibovan pouzitim PBS.

6.2. Vliv biofilmového fenotypu vybraného bakterialniho kmene na jeho nékteré

probiotické vlastnost

DalSim pokusem bylo zlepSeni celkovych probiotickych vlastnosti
pomoci pouziti biofilmového fenotypu zkoumaného probiotika Lactobacillus
acidophilus  CCDM 151 narostlého na Biofix K substratu od Pharmaceutical
biotechnologies, Ceské republika. | kdyZ jsou jiz biofilmy velmi dlouho studovanou
strukturou a bylo vydano nespocet studii vénovano této problematice, jsou biofilmy
skupiny probiotik stale pichlizeny. Z hlediska biofilmu jsou u probiotik studovany
produkované latky, které brani formovani biofilmu patogent a potencialnich patogent.
Biofilmovy fenotyp byl vice odolny vii¢i pisobeni nizkého pH 1 vii¢i solim zlucovych
kyselin. Pfirozena odolnost biofilmu vi¢i rapidnéj$Sim podminkam je jiz prokdzana a
vysledek tohoto experimentu jej pouze potvrzuje. Bakterie ve wvnitfnich vrstvach
biofilmu jsou Iépe chranény pifed pusobenim bakteriocidnich podminek. Hlavnim
mechanismem ochrany je tvorby EPS — extracelularnich polymernich substanci, které
tvoii kolem bakterie ochranou ,sit“.  Hlavni slozkou téchto substanci jsou

extracelularni polysacharidy, které tvoii hlavni nosnou strukturu biofilmu. Dalsi

68



produkované polymery strukturu zpeviiuji a davaji biofilmu vyslednou ,,slizovitou*
charakteristiku.
Vysledek adherence na tkanovou kulturu HT-29 jiZ ale timto fenotypem nebyl ovlivnén
a biofilmova 1 planktonickd forma adherovala naprosto stejné. Zvysend adherence se u
biofilmové formy projevila pouze na polystyrenu. To je pravdépodobné nasledkem
zvysené produkce adhezind a dal$im slozek extracelularniho biofilmového matrix, které
jsou znamé svymi schopnosti velmi intenzivné adherovat na polystyren. Z hlediska
adheze je tedy mozné konstatovat, ze biofilmova forma probiotika neovliviiuje vyrazné
adhzi zkoumaného probiotika Lactobacillus acidophillus CCDM 151.
DalSi dopliikkové testy biofilmového probiotika ukazali nezménénou rezistenci na
antibiotika a zvySenou schopnost inhibice rustu potencialnich patogent Staphylococcus
auresu CCM 3953 a Escherichia coli CCM 3988. Nezménéna rezistence biofilmového
fenotypu k antibiotikiim se sice odliSuje od pozorované zvySené rezistence k biofilmim,
ale je nutné mit na pameti schéma experimentu. Rezistence byla urcena klasicky pomoci
méfeni inhibi¢nich zo6n na agarové plotné. Je tedy jisté, Ze k tvorbé biofilmu nedoslo a
byla métena rezistence obnovené planktonické formy biofilmového kmene, které byla
stejna jako rezistence ptivodniho planktonického kmene.
Schopnost inhibice kmenti Staphylococcus aureus CCM 3953 a Escherichia coli CCM
3988 byla prokazana pouze u Zivych bunék a je tedy vysledkem rozdilné kultivace
biofilmové i fenotypové formy. Lyzat obou forem Z&dnou inhibici nevykazoval.
Nejedna se tedy pravdépodobné o kontinualni produkci bakteriocinii danym kmenem.
Biofilmova kmene Lactobacillus acidophillus CCDM 151 tedy vykazovala
zvySenou schopnost adherence na polystyren a nezménénou schopnost adherence na
mucin a pouzitou tkanovou kulturu HT-29. | kdyz biofilmova forma probiotika
vykazovala pouze zvySenou schopnost inhibice dvou potencidlnich kment, je vhodné
doporucit biofilmovou formu pro dalsi uzivani 1 kdyz nijak vyrazné neovliviiuje vlastni
biofilmova forma ve vhodném preparatu (zde naptiiklad pouzity Biofix) slouZzi jako
vhodny zasobnik, ktery muze kontinualné uvolfiovat volné planktonické formy bakterii
do prostiedi, do kterého byla biofilmova forma umisténa. Probioticky preparat
Vv biofilmové formé je také mozno pfipravit v mnohonasobné vyssi koncentraci nez

planktonické volné bakterie.
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6.3. Metody pro prikaz adheze v polystyrenovych mikroplotnach

Klasické metody sledovani adheze u novych potencialné probiotickych kment jsou
provadény v mikrotitraéni desti¢ce potazené mucinem. Tento model je velmi
jednoduchy a jeho vyuziti dostate¢né odpovida stfevnimu prostiedi, kde se velmi casto
bakterie stfevniho prostiedi dostavaji pouze do kontaktu s mucinem. Dalsi velmi ¢asto
vyuzitd metoda je kultivace tkdnovych kultur v mikrotitrani destic¢ce, kde jsou velmi
Casto vyuzivany kultury caco-2 a HT-29, které jsou izolovany z karcinomu tlustého
stieva [105]. Tento model neni tak vhodny pro simulaci stievniho prostiedi, kvili
snizené dostupnosti povrchu epitelu ve stfevnim prostiedi, kde je naprosta vétSina
sttevniho epitelu pokryta mucinem. Model tkanovych kultur byl vylepSen pouzitim
diferencovanych HT-29 MXT, které jsou schopny produkovat mucin [99]. Smésna
kultura Caco-2 a HT-29 MXT potom v jamce fyziologicky dostate¢né piesné simuluje
povrch stievniho epitelu.
Pii vyuziti vSech vySe zminénych modell, ale existuje velkd nevyhoda bchem
kvantifikace poc¢tu adherovanych bakterii. Po uplynuti doby adherence je nutné odd¢lit
adherované a planktonické bakterie, které je klasicky provadéno promyvanim. Zpisob
promyti neni pfesné definovan, je velmi nespecificky a vysledek velmi zalezi na pozici
Spicky, sile proudu kapaliny a na celkové manualni zru¢nosti experimentatora. Dale ma
na vysledek vliv poc¢et promyvacich cykll, protoze s kazdym promytim je uvolnéna ¢ast
bakterii ze dna jamky a dochazi také k uvoliovani bunék tkanové kultury [105].
Byla vyzkouSena tedy metoda flotace jako nahrada promyvani. Flotace je metoda
zalozena na oddéleni materialtt v zavislosti na jejich hustoté pomoci vhodného
flotaéniho roztoku. Tato metoda je velmi vyuzivana v metalurgii. V biologii byla
doposud vyuzita pro izolaci DNA, virG nebo casti bun¢k [116; 117]. Ale doposud
nebyla flotace vyuzita pro izolaci celych bunék. Hlavné protoze piesny popis hustota
mnoha bakteridlnich kmenl neni dostate¢ny a metody detekce hustoty vyzaduji vyuziti
velmi ndkladné a precizni instrumentace. Princip flotace spoliva ve vyuzity
hydrostatického tlaku flotacniho ¢inidla. Ten muze byt prezentovan jednoduchou
rovnici

Fh = Viac. pir.g 1)
kde Vypae = objem bakterie, ps = je mérna hustota pouzitého flotaéniho roztoku a g je

gravitaéni zrychleni. Tato hydrostaticka sila (Fy) nadnaSi bakterie a zvySuje se s

70



hustotou flotatniho c¢inidla. Opaénym smérem plsobi gravitatni sila a suma
adherentnich sil, které by se zjednoduSen¢ dali vyjadrit jako:

Fg =Vbac.ppac.g + A (2)

kde ppac = hustota bakterie a A = suma adherentnich sil. Pokud tedy bakterie po pouZziti

flota¢niho c¢inidla flotuje k hladin€ daji se tyto dvé rovnice vyjadfit jako:

Fn> Fg (3)
Vbac-pfr-0 > Vbac.Ppac.-g + A 4)
Pfr/ Pbac > A (5)

Pokud hustotu bakterie zndme nebo ji dokédZzeme odhadnout z flotace planktonické
formy je mozné vyuzit tuto jednoduchou rovnici pro uréeni celkové sumy adherentnich
sil ptisobicich na bakterii.

Aby tento pokus byl realizovatelny, bylo nutné najit flota¢ni ¢inidlo, které musi
spliiovat n¢kolik kritérii: (i) vysoka molekularni hmotnost, kterd je nutna ro co nejmensi
pusobeni osmotického tlaku; (ii) nizka viskozita roztoku, ktera velmi vyrazné ovliviiuje
¢as nutny pro separaci adherentnich a planktonickych forem bakterii; (iii) dostate¢na
rozpustnost pro moznost ptipravy vysoce koncentrovanych roztokd, (iv) nizka toxicita a
Vv neposledni fadé (v) dobra dostupnost. Podle zvoleného postupu je mozné vznést dalSi
pozadavky: naptiklad neovlivnéni fluorescence etc.

Bylo otestovano tedy 9 rtiznych chemikalii pro detekci vhodného flota¢niho Cinidla.
Prvni série testi probéhla kombinaci fluorescencni detekce readerem Synergy 2 a
kultivaéni metodou (byla pozorovana korelace téchto dvou metod). Z té bylo zjiSténo,
ze flotace plsobi rozdiln€ nez promyvani. Zatimco promyvani prakticky kontinualné
vymyva i adherované bakterie tak flotace vykazuje sinusoidni kfivku zavislosti hustoty
na poctu adherovanych bakterii. Pii pouziti niZsi koncentrace je nedochazi k odstranéni
adherovanych bakterii a aZ pfi mérych hustotach 1,2 az 1,4 g.ml™ dochazi k prudkému
poklesu adherovanych bakterii. Pii vysSich hustotich je koncentrace adherovanych
bakterii zase stala a jiz se neméni. Podobné vysledky byly ziskany i pfi pozorovani
efektu flotace pomoci LSCM. Flotace, dle zvolené hustoty, odtrhava urCitou cast
adherentnich bakterii, ale na zbylé plisobi protektivné a chrani je pred dalSim stresem.
Také nebylo pozorovano kontinualni uvoliovani z povrchu. Dalsi velkou vyhodou je

jednokrokovost uvedeného postupu.
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Z pouzitych FA se jako nejvhodnéjsi se zda pouziti MgSQ,, dextranu nebo
PERCOLLu. Pokud neni nutné fluorescen¢ni detekce, nebo pokud je detekce provedena
bezprostiedné po pridani FA je mozné vyuzit i CsCl, které ma velkou vyhodou moZnost
ptipravy Sirokého gradientu hustot. I kdyz je efekt a finalni ucinek rozdilny od pouziti
promyvani jsou tyto vysledky opakovatelné a davaji 1 urCitou predstavu o fyzikalni sile
adherovanych bakterii.

Nevyhodou pouziti flotace je ptfitomnost flotaéniho cinidla ve vzorku po
oddéleni planktonickych bakterii. Odstranéni FA se vzorku je témétf nemozné, protoze
by muselo byt pouZito promyvani, které zase nespecificky narusi vrstvu adherovanych
bakterii.
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7 Zavér

Bylo zjisténo, Ze adherence probiotik je vyrazné ovlivnéna ptitomnosti prebiotik, a ze
tato zména neni zpusobena pouze piitomnosti zbytkovych sacharidi v preparatech. Ve
vétsin¢ piipadu prevlada ucinek inhibi¢ni. Pouze kombinace probiotik (Lactobacillus
rhamnosus CCDM 150, Enterococcus durans CCDM 500" a Bifidobacterium animalis
spp. lactis CCDM 74") se dvéma prebiotiky (P95 nebo Vivinal) vykazuji zvysenou
schopnost adheze. Tyto kombinace jsou proto potencialnimi kandidaty pro vyuziti jako

synbiotika.

Biofilmovy fenotyp zkoumaného kmene Lactobacillus acidophilus CCDM 151
prokazal zlepSeni nékterych probiotickych vlastnosti jako je pfezivani v nizkém pH,
solich Zlu¢ovych kyselin a inhibice rustu Staphylococcus aureus CCM 3953 a
Escherichia coli CCM 3988. Zvyseni adheze bylo pozorovano pouze na polystyrenovy
substrat a nikoliv na tkanové kultury.

Probiotikum narostlé na biofilmu je odolnéjsi (0=0,05) nez probiotikum
planktonické pii piisobeni roztoku soli o snizeném pH 1 a vici 0,3% roztoku praseci
zluci. Pfi plsobeni roztoku o pH 2 je probiotikum na biofilmu odolnéjsi pii dobé
pusobeni delsi nez je 0,5 hodiny. U roztoku o pH 3 zajiStuje biofilm ochranu pred
ptisobenim v ¢asech 0,5 a 2 hodiny. Pii ptsobeni 1 hodinu vykazuje i planktonicka

forma kmene 10B urcitou formu adaptace.

Béhem pokusu byla pozorovana velkd variabilita v metodikdch promyvani a byla
provedena optimalizace experimentd, kterd eliminovala chyby pii odstrafiovani
neadherovanych bakterii (pozice Spicky, sila proudu kapaliny, odsavani). Proto byla
navrhnuta metoda flotace, které vyuziva vysokohustotni roztoky flota¢nich ¢inidel pro
odd¢leni planktonickych a adherentnich bakterii. Z deviti vyzkouSenych flota¢nich
Cinidel se nejlépe osvédéila MgSO,, PERCOLL, diatrizoat sodny a i pies inhibici
fluorescence — CsCl, Metoda flotace je velmi Gi¢inna a pomoci hustoty pouzitého FA lze
velmi citlivé oddélit adherentni bakterie od planktonickych. Tato metoda by mohla najit

uplatnéni i v jinych oborech, kde je nutné oddélit neadherované bakterie.

73



Za hlavni pfinos predkladané prace povazuji skutecnost, ze, diive predpokladana
synergie mezi prebiotiky a probiotiky neni nejen samoziejma, ale spiSe vzacna. Vznika
proto potieba piipadnou synergii hledat a testovat. Metodickd Cast této prace nabizi
jednoduchy postup, jak v Sirokém S$iroké spektru vzajemnych kombinaci, ji relativné
snadno a levné nalézat. Na zaklad¢ této prace byly publikovany Etyfi textu, dva z toho

vV impaktovaném zahrani¢nim casopisu.
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SOUHRN

Krejéi M., Kadlec R., Krej¢i J. Vyznam probiotik ve vyzivé a v prevenci stievnich onemocnéni
zvirat. Veterinarstvi 2013;63:11-14.

Ve struéném pfehledu jsou uvedeny zakladni Gdaje tykajici se vyuZiti probiotik ve vyzivé zvifat,
kromé toho jsou zminény i moznosti jejich pouziti v prevenci stfevnich onemocnéni hospodaiskych
zvirat. Jsou vysvétleny mechanizmy jimiz ovliviuji zakladni funkce zazivaciho traktu a jakym zplso-
bem zlepiuji vyuziti krmiva. Vedle nutriénich aspektl jejich pouziti, jsou zdlGraznény i jejich imunc-
modulacni, protizanétlivé a antiinfek&ni aktivity jimiz pfispivaji k prevenci stievnich infekci prevaz-
né infekéni etiologie. Zminény jsou i meze a uskali pouZiti probiotik; jejich neznalost ma casto za
nasledek nizkou efektivitu jejich nasazeni. V zavéru jsou shrnuty vlastnosti, které by dobré probio-
ticka kultura méla mit a naznaceny obtize spojené | jejich hledanim.

SUMMARY

Krejéi M., Kadlec R., Krej¢i J. The role of probiotics in nutrition and prevention of intestinal
diseases in animals. Veterinafstvi 2013;63:11-14.

Basic data on the use of probiotics in animal nutrition are briefly summarized and possibilities of their
use in prevention of intestinal diseases in farm animals are mentioned. Mechanisms of their effects on
the main functions of the digestive tract and on the improvement of feed efficiency are explained. In
addition to nutritional aspects of the use of probiotics, their immunomodulating, anti-inflammatory

and anti-infectious activities contributing to prevention of intestinal diseases of mainly infectious
etiology are emphasized. Limitations and risks associated with the use of probiotics are also mentioned;
lack of their knowledge often leads to low effectiveness of probiotics. Finally, the characteristics which

a good probiotic culture should have are summarized and problems associated with the search for

them are indicated.

Uvod

Vyziva hospodéfskych zvifat je v souasné dobé
vystavena novym vyzvam spoéivajicich v zaklad-
nich zménach paradigmatu v pfistupu k nutriéni
prevenci infekénich onemocnéni doprovazejicich
velkovyrobni charakter jejich odchovu. Dosavadni
piistup byl charakterizovany pfidavanim aditiv
vykazujicich razné antimikrobidlni aktivity.
Soucasna doba viak ukazuje, ze tento piistup
k nutriéni prevenci infekénich onemocnéni se jiz
vycerpal. Svédéi o tom potfeba stalého stupfiovani
téchto komponent, v soucasné dobé jiz znaéné
pfesahujici inosnou mez. Ved|e téchto skuteénosti

VETERINARSTVI 172013

viak existuji jesté daldi divody (epidemioclogické,
ekologické aj.), které nas nuti vzdat se jejich poda-
vani.Tyka se to zejména krmnych antibiotik, jejichz
preventivni a ,rastové stimulaéni” poedéavani byl jiz
v nedévné dobé zastaveno, nebo dosud tolerova-
ného preventivniho podavani oxidu zinku odsta-
venym selatlim. Uvolnény prostor na trhu a potfe-
ba eliminovat piipadné stievni infekce jimz jsou
novorozena a fasné odstavend mladata v hojné
mife vystavena, vede vyrobce krmiv k zavadéni
novych vyrobku, které by mély vyrazené prostied-
ky nahradit.'? Zcela mimofadné misto mezi uvazo-
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Seznam nékterych mikroorganismi nejéastédii pouZivanych
u zvifat jako probiotika

Rod
Bifidabakterium

Druh

B animalis subsp animalis
B jactis

& longum

B termophilum

E. faecalis

E. faecium

Enterococcus

L. acidophilus
L casei

L fermentumn
L plantarum

L reuteri

L rhamnosus

Lactobacilus

vanymi nahradami krmnych aditiv s antibakterialni akti-
vitou zaujimaji probiotika. Nejen tim, Ze jsou spolu
s prebiotiky schopna £asteéné eliminavat infekece vyve-
lané patogennimi bakteriemi, ale predeviim tim, Ze na
rozdil od piecefovanych rlstové stimulacnich® akti
ar ik, skuteéné p ovliviuji vyuZiti
Zivin ve stfevé svych hestiteld a tim | nepfimo jejich
vyvaj a rist. Pri této pfileZitosti je nutné piipomenout, Ze
rlst potencujici vlastnosti krmnych antibiotik, popisova-
né pred vice jak pll stoletim se jiz davno vycerpaly a jiz
pied nékolika desetiletimi se je v opakovanych poku-
sech nepodafilo znovu prokazat.’

Pro pochopeni role probiotik ve fyziologii vyidich
abratlovel je tieba uvédomit si nékolik zdvainych sku-
tefnosti, které pfi béiném pohledu £asto unikaji.
Vzhledem k tomu, Ze interakce mikrocrganizmi s hosti-
telem byla, s vifjimkou laboratornich zvifat, nejvice stu-
dovéna u Elovéka, nasledujicl skuteénosti tykajici se jeheo
fyziclogie povaZujme za relevantni i pro astatni mona-
gastrické vyssi obratlovee. Vyznam bakterialni mikrofléry
stieva vynikne, uvédomime-li si ze z 10™ bunék, z nichz
se sklads lidsky erganismu, pouze 10% tvoii somaticke
buriky (jen 10'). Zbyvajicich 90% procent je tvofeno bak-
teridlnimi mikroorganismy. 5 ohledem na jejich vyrazné
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mendi velikost a zejména nizii vahu, dhrond hmotnost
viech bakterii obsazenych v lidském strevé Cini sice jen
néco vice jak jeden kilogram; na druhé strané v lidském
téle jsou pouze dva orginy, které sveji hmetnesti tuto
hodnotu prevyiuji (jatra a mozek). V této souvislosti je
nutne piipomencout, Ze, co se metabolické aktivity tyée,
thrn bakteridlniho obsahu stfeva aktivitu jater dokonce
pfevyiuje’ Z uvedeného by méle vyplynout, ze tak veliké
mnoistvi metabolicky velmi aktivni hmoty by nemélo byt
prehlizeno. Zatim jen tudime jaké funkce tento diflzng
rozprostieny organ v téle svych hostitell vykonava.
Stievni mikrofldra je necbylejnd komplexni systém
tvofeny vice jak tisicem bakteridinich druhl, z nichZ viak
témér 80% zatim nedovedeme kultivovat. Mezi nimi exis-
tuje fada vztahd, jak synergickych, tak i antagenistickych.
Jejich wyzkum a pochopeni je jednim z nejzavaznéjsich
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ukolt biomedicinskych véd. Mohlo by se zdat, ze zdvaz-
nosti pravé zminéné prablematiky je snad penékud pre-
cefiovana. Na twite namitku lze odpovédét daldim srovna-
nim, které mize ozfejmit skutecnosti, které Zasto unikaji
bé&inému pohledu na uvedencu problematiku a podtrh-
nout jiz fe¢ené. Je dilezité uvédomit si ploiné relace na
nichz se aktivity stfevni mikrofléry uskuteéiuji; celkova
plocha stievni sliznice dospélého clovéka dosahuje témer
300 m?, zatimco plocha povrchu téla dosahuje jen asi
dvou ctveregnich metrd. Z toho srovnani vyplyva, Ze
stfevnl sliznice tvoil vyznamné rozhranl mezi vnéjiim
a vnitinim prostfedim kaZzdého organismu. Pro spravnou
funkci dé&ji probihajicich na tomto rozhrani zasadni roli
hraji pravé mikroorganismy které jsou zde shromazdény.
Jejich druhové sloZeni a vzajemné proporce vytvéreji
prostiedi pro déje na této plose uskutedfiované.

Z uvedenych skuteénosti plyne, Ze pouiiti probiotik
k optimalizaci strevnich funkci je pfikladem moderniho
pfistup k vwZzivé hospodaiskych zvifat, tim, Ze na jedné
stran& chrani jejich stfevo pred bakterialnimi infekcemi,
a na druhé strané se podileji na procesech spojenych
s optimalnim wvyuZitim Zivin obsazenych v krmivu.
V nasledujicim textu uvedeme hlavni aktivity probiotik
jimiz se mohou podilet na spravném funkci déji probi-
hajicich na stievni sliznici.

Aviak diive nez tak uéinime, je nutno definovat pojem
probiotika. Neni zcela jasné kdo a kdy tento pojem viast-
né zavedl; alkoliv jsou uvadéni rizni autofi; podle nase-
he minéni prvnim kdo jej pouzil byl némecky bakterio-
log Werner Kollath (1892 - 1970), kdyz chté&l, ve srovnani
¢ antibiotiky, zd(raznit jejich opaéné plsobeni na funkei
stievni mikrofléry. Pro d ci probiotik existuje nékolik
variant. Nejcastéji je pouzivana definice Fullerova,” ktera
je definuje jake Zivé mikrobidlni dopliky potravy, které
pfiznivé ovliviiuji mikrebidlni rovnovihu traviciho traktu
a pUsobl ve prospéch hostitele. Definice svétovych orga-
nizaci FAQ/WHO zdlraziuje zejména zdravotni aspekt
probiotik tim, Ze je definuje jako?Zivé mikroorganismy,
které podany v pfiméreném mnozstvi pfiznivé ovliviuji
zdravi hostitele®,

Vyznam probiotik

Jak jiz wyplyva z vyie uvedenych definic, probiotika
napomahaji udrzovat mikrobidlni rovnovahu ve stievé
a vyznamné tak pfispivaji ke zlepieni fyziologickych
funkci stfevni sliznice. Mnohem Sirsi vyuZiti viak maji
probiotika v podpofe traveni, stejné jako v obrané stieva
proti infekci. Starii, pfevainé empirické, znalosti pozitiv-
nihe plsobeni bakteridlnim kvasenim natraveného
krmiva byly v poslednich letech nahrazeny cilenym pfi-
davanim vybranych bakteridlnich druhd bud’ pfime do
krmné davky, nebo jako konzervanty objemné pice.
Jejich pouiiti jako dopliku krmiva vychazi z pochopeni
fyziclogickeé funkce stfevni mikrofléry, kierd spolu s tra-
vicimi $tavami je dalii slozkou procesu traveni. Digestivni
uéinky probiotik je tieba spatiovat zejména v nasleduji-
cich pasebenich:
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snizeni pH stfevniho cbsahu (produkce kyseliny
mlééné),

produkce proteclytickych a sacharolytickych
enzymu, zvysujicich vyuZitelnost Zivin obsaze-
nych v krmivu,

regulace stfevni motility,

paozitivni avlivnéni skladby stfevni mikroflary.

Zatimco o digestivnich Ggincich probictik nebylo
nikdy pochyb, jejich schopnost chrénit strevo pred plsc-
benim patogennich mikroorganizmd byla nékdy zpo-
chybhovana. V soulasné dobé viak jiZ existuje dostatek
dikazi o jejich O&incich nejen preventivnich, ale v nékte-
rych piipadech i lé¢ebnach. Jsou zalozeny pfedeviim na
téchto aktivitich:
prednostni kolonizaci stfevni sliznice nejen mladat,
ale i zvifat vystavenych nahlym zménam krmné
déavky® a zivetnihe prostiedi. Tente druh prefylaktic-
kéha plsobeni probiotickych mikroorganismi je
spojovan s jevem nazvanym jako kompetitivni
exkluze, kdy jsou na povrchu sliznice volna vazeb-
nd mista obsazovina Zddoucimi mikroorganismy
(hovofime o tak zvané receptoravé blokaci). Timto
zplUsobem je zabranovano v uchyceni a pfemnoZe-
ni pategennich (zastupci roda Salmenella, Shigells,
Yersinia, Campylobacter, Vibrio), potencidlné pate-
gennich (néktefi zastupci rodd Heficobacter,
Clostridium, Candida) & oportunnich mikroorganis-
mi  (zastupci rodl  Proteus, FPseudomonas,
Stap hylococcus, néktefi zastupd rodu Streptococcus
£i nékteré bakterie z eledi Entercbacteriaceae).
tvorba kyseliny mlééré, kterd snizovanim acidity
stievniho obsahu, nevytvaii vhodné prostredi pro
pfemnozeni nékterych patagennich mikreorgani-
zmi. Toho dosahuji nékeolika zplsoby, z nichz
nejvyznamnéjil jsou konkurenéni utilizace stejné-
heo substratu, snizeni pH predukeovaneou kyselineu
mléénou a snizeni koncentrace O, za soucasného
zvyieni koncentrace CO,.
produkee latek vykazujicich antibakterialni aktivi-
ty inhibujici mnoZeni nékierych bakteridlnich
druhl.” Nejvyznamné&jsi z nich jsou bakteriociny
mezi které fadime napfiklad koliciny, bulgaricin,

acidolin, laktocidin, acidophilin i reuterin®

Vyie popsané ginky probiotik (kompetitivni exklu-
ze a Gprava prostiedi v zazivacim traktu dosahuji
u nékterych mikroorganismd takové miry, Ze lze
hoveiit o pfimém antagonismu vO& nékterym
patogentm £i oportunnim patogentm (napfiklad
proti salmonelam, vibriim, & enteropatogennim,
enterotoxigennim a entercinvezivnim E. cofi).

Zatimeo, role strevni mikrofléry ve vyvoji novoroze-
nych mladat je zndma jiz deldi dobu, jeji necbycejny
nity byl docenén
relativng nedavno %" Vygzkum interakce mezi slizniéni
mikroflérou a jejim imunitnim systémem je teprve na
samém podatku. Aktivace tohoto systému bakteriemi
stievni mikrofléry ma nesmimy vyznam zejména v post-

vyznam v modulaci lokalni shiznicni
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partalnim obdobi, kdy nastava dilezita etapa zrani imu-
nitniho systému sliznic. Toto obdobi proto rozhaduje
o jeho budouci schopnosti zdolavat infekce pomaoci
specifickych i nespecifickych faktorl imunity.'

WV posledni dobé je rovnéz vénovana znaénd pozornost
studiu pretizanétlivgch GEinkd nékterych probietik
(napfiklad L. cassei, popfipadé 5. boulardii). Jejich |éeb-
né a preventivni Gcinky byly prokazana nejen u lidi pfi
idiopatickych stfevnich zanétech snizenim predukce
prozanétlivych cytoking, ale i ve veterindrni medicing,™
zejména jako prevence nekrotické enteritidy dribeZe

Kromé toho je jesté nutné zminit, Ze nékteré nutricné
wyznamneé latky (zejména biologicky aktivni peptidy vzni-
kajici $tépenim bilkovin mléka), mohou vzniknout jen za
piispéni metabolické aktivity uréitych probictickych bakte-
rii. Tyto latky svymi GZinky na ob&hovy &i imunitni systém
dalece presahuji vyznam ostatnich nutriénich faktord.

Nemaly vyznam ma i schopneost nékterych bakterii
stievni mikrofléry produkevat vitaminy skupiny B (thi-
amin, riboflavin, pyridoxin, cyanokobalamin, niacin,
kyselinu listovou a pantotenovoul), vitamin K & mastné
kyseliny s kratkym fetézcem, které pak slouzi jako sub-
strat pro buniky tlustého stfeva (kolonocyty), ovliviuji
prokrveni stievni sliznice a motilitu stfeva.’”

Oblasti vhodné pro podavani probiotik
domacim zvifatim

V oblasti vyzivy hospodaiskych zvifat a ve veterinarni
medicing, probiotika se mohou uplatnit zejména ve dvou
oblastech: v podpore rdstu v disledku zlepieného vyuzi-
ti krmiva a v prevenci infekénich i neinfekénich poruch
zazivani. Jejich preventivni Géinky se projevi zejména ve
stavech stresu (jake je napiiklad manipulace se zviiaty &
Jelich pfeprava, zména v krmné davce, prudké zmény
teploty, stisnéné podminky, zhoriena zochygiena atp.)
pii stfevnich poruchach rdzné etiologie. Pfi nich, vedle jiz
popsaného protiinfekéniho plsobeni se rovnéz uplatiuji
i jejich protizanétlivé Gginky. Zvlastni oblasti pouiti pro-
biotik je jejich preventivni podavani novorozenym mila-
datim. Timto zplisobem ojetiend mlidata sndze odols-
vaji prajmevym enemecnénim, £asto doprovazejicim
prvni dny jejich Zivota. V tomto sméru, nejlepii data byla
ziskdna u selat preventivné suplementovanych probioti-
ky ed narczeni az po odstav.'*"" Vysledky jejich terapeu-
tickéhe podavani mladatim hospodaiskych zvifat
neprokazaly vyznamny efekt.

Probiotické mikroorganismy
uZivané ve vyZzivé hospodarskych zvifat

Bakterie mlécného kvaseni:
= laktobacily: L. acidophilus, L. bulgaricus, L. planta-

rum, L. casei

bifidobakterie: B. bifidum

enterokoky: E faecium, E. durans

streptokoky: 5. lactis, 5. thermophilus, 5. diylactus



Ostatni p

«  bacily: B. subtilis, B. toyoi
kvasinky: Sacharomyces cervisiae, Torulopsis spp.

plisné: Aspergilfus oryzae

Uskali spojenas
darskych zvirat
Priginy selhdvani ofekdvaného Ucinku probiotik jsou
rizné. Mezi nejéastéjs divedy patii:
precenovani schopnosti probiotik odolat v konku-
renénim soupeien vysokému mnoZstvi patogen-
nich mikroorganismd,
opomijeni zasadni skuteénosti, Ze skuteénymi
plveodci stievnich infekei nemuseji byt jen bakte-
rie, ale t€Z viry, piipadné jiné mikroorganismy,
které jiz kompetitivné nesoupefi s probictiky ani
© matrix ani o povrchove receptory, nybrz invadu-
ji pfimo do enterocytd,
nevhodna kombinace probiotickych kmeni
podavanych soucasné, které s chledem na pfirc-
zeny antagenismus nékterych z nich, mize rusit
jejich pozitivni efekty vykazované pokud jsou-li
aplikovany samostatng,
volba probiotika nevykazujiciho dostatednou
miru pfiznivych vlastnosti.

ve vyzivé hespe-

Vlastnosti dobrych probiotik

Aby mikroorganismus vykazujici probioticke Ginky
mohlzaznamenat piiznivy efekt v prostiedi stfeva hostitel-
skeho organismu, musi nejprve odolat nepfiznivému pro-
stredi zaludku a dale baktericidnim Géinkdm Zudi v due-
denu. Mira rezistence Zaludeénim a Zluéovym kyselindm
Jjsou tedy dilezité viastnosti vhodného probiotika. V ochra-
né stieva vyznamnou roll mohou hrit pouze ty bakteridlni
kmeny, které jsou schopny ve vétiim rozsahu adherovat na
povrch stfevni sliznici a timto zplsobem jej kolonizovat.
inek probiotickych bakterii, které toho nejsou scheopny,
je pouze piechodny a prote jen velmi omezeny. Mimo
schopnosti adherovat na povrch enterocytd, vhodny pro-
bioticky kmen by rovnéz mél mit kritky generaéni &as,
a navic by mél produkovat latky, které by inhibovaly rist
kenkurenéni mikrofléry; samoziejmé by mély byt schopny
prezivat a mnodit se v prostiedi zazivaciho traktu, Studium
vzajemnych vztahl stievni mikrofiéry, a to jak synergic-
kych, tak i antagonistickych, je predmétem intenzivniho
vyzkumu. V souvislosti se studiem interakci mikrobidlnich
druhd a jejich spolecenstvech na peviych povriich byla
odhalenz existence nesmirné zajimavého jevu, pordéji
nazvaného biofilmem. Price vénované tomuto problému
ukézaly, ze nékteré bakterialni druhy maji tendenci se
samoorganizovat a vytvdiet vzdjemné se podporujici spo-
lecenstva, jejichz nezbytnou podminkou je jiz zminénd
adheze na piisluiné povichy. V rémci takto vzniklého spo-
leenstvi se vytvafeji nejen metabolické a nutriéni syner-
qie, ale i komplikovana komunikace prostiednictvim
secemnovanych latek. Vie co zde bylo fedeno o biofilmech
abecné, plati | o specializovanych biofilmech vznikajicich
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na povrchu stievni sliznice. Dosavadni, jen velmi diléi
poznatky o struktufe a funkei biofilmu doveluji pochopit
smysl dfive uvedenych skutednosti, tykajicich se poiadav-
kii na vhedny probioticky kmen.

Wyie uvedend skutednosti dokladaji, Ze neddvny zakaz
podévani antibiotik, pfipadné jinych antibakterialnich adi-
tiv, k prevenci nebo jako.ristowych stimulitor(’, mize byt
plné kempenzovan pouzitim probiotik. Jejich pouziti
kromé& toho viak prindsl daldi pozitivni efekty spojené
s fyziologii traveni a wy3sim wvyuZiti krmiva. Vzhledem
k tomu, Zze pozornost zaméfena na fyziclogickou a obran-
nou roli stfevni mikrofléry a jeji modulaci prostrednictvim
cileného podavani probiotik nema zatim dlouhé trvani, lze
ofekdvat, Zze intenzivni vyzkum této oblasti teprve
v budouenu pinese fadu nevych, zdsadnich poznatkd.

Cldnek vznikl s podporou grantd Ministerstva zemédél-
stvl Ceské republiky: MZe 00027 16202 aMZe CR- QI 918274
a Ministerstva ikolstvl, middeZe a sportu Ceské republiky:
AdmireVet; No. CZ 1.05/2.1.00/01.0006; EDO006/01/01.
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Priloha €. 2

Mikrobialni biofilm a jeho vyznam na zdravi,

vyzivu a chov zvirat - ivod do problematiky
Kadlec, R.

Vyzkumny ustav pro chov skotu, s.r.o., pracovisté Pohorelice

Pied tficeti lety se ukazalo, Ze mikroorganismy se mohou vyskytovat ve dvou formach.
Bakterie mimo zkumavek mikrobiologickych laboratofi Ziji vétiinou pfisedle ve formé biofilmdb,
coZ vyrazné zménilo obecné piijimanou predstavu bakterii, jako wolng plovoucich, solitérnich
mikroorganismi. Biofilm je strukturované spole¢enstvi mikroorganismil Ajici adherované na Zivych
nebo nezivvch povrsich. Spoledenstvi, které produkuje ve velké mire extracelularni hmotu, ktera jej
vvrazné chrani pred nejriznéj$imi vlivy okoli napi. antibiotika nebo desinfekei. Biofilm, jako
majoritni forma existence mikroorganism, se dotyka a ovliviiyje mnoho lidskych éinnosti a milZe
byt vyznamnym faktorem, ovliviujici chov a zdravi zvifat, ale i zpracovani Zivodisnych produktil.

Uvod

V roce 1683 Antonie van Lesuwenhoek, majitel obchodu se smigenym zbozim, sefkrabl povlak
ze svych zubi, roziedil jej destovou vodou a vlozl pod vlastnoruéné vyrobeny mikroskop. Byl
prvii ¢lovék, ktery pozoroval bakterie v jejich piirozeném prostfedi a mikroorganismy vibec.
V nasledujicich stoleti, doslo k velkému rozvoji mikrobiologie, ale mikroorganismy byly povétiinou
zkoumany in vitro, kde izolovany, probihala kultivace na bohatych Zivnych ptdach, na kterych se
vsak bakterie chovaly zcela odlisné od svého piirozeného prostiedi. Teprve az o 300 let pozdéji,
po mnoha letech zkoumani bakterii jako volné plavoucich, planktonickych individualit, si védei
zacali uvédomovat fakt, Ze naprostd vEtiina bakterii ve svém pfirozeném prostiedi Zije jinak -
prisedle, ve form& spoledenstvi, obklopena ochrannym slizem a svymi vlastnostmi se zasadné 1i%i
od planktonickych bungk, napi. jsou vysoce odolné viéi zevnim vlivim. Byl zformovan koncept
biofilmi, jako normalni Zivotni forma vétiiny bakterii a nejen jich.

Biofilm

Biofilm, jak uZ bylo naznadeno je strukturovang spoledenstvi mikroorganismil, uloZené
v extracelularni hlenové matrici, kterou produkuji a ktera tvoii trojrozmérnou sit’ kanalkt. Biofilmy
jsou vétdinou prisedlé k inertmim nebo 1 Zivym povrchiim ponofenym ve vodném prostiedi nebo
alespofi s dostateénym piisunem vlhkosti, tvoii rozmanité makroskopické utvary, a jsou
charakterizovany genetickou diverzitou a schopnosti komunikace mezi jejimi  Eleny.
Mikroorganismy rostouci ve formé biofilmu vykazuji podstatng jiné vlastnosti neZ planktonicke
buriky, vzrista u nich odolnost vi¢i desinfekeim nebo antibiotiktim, kde v nékterych piipadech
mohou demonstrovat aZ tisickrat vys&i odolnost neZ jejich planktomicka forma. V piirozeném
prostiedi jsou biofilmy mnohodruhove, coZ vyzaduje urditou miru symbidzy a komunikace.
Biofilmy piedstavuji vyss a slozitési zpiisob Zvota mikrobll a jsou analogii tkani vys&ich
organismil.

Nejen bakterie, témét kazdy druh mikroorganismil jako jsou archea, protozoa nebo fasy maji
mechanismus aherence a tvorby biofilmu. Biofilmy jsou viudypiitonmné, je mozné je nalézt
na pousti i na ledovcich, biofilmy osidluji pldu, ale 1ze je objeviti na tak kuridznich mistech jako je
palivové systémy letadel nebo horks, podmoiske prameny. Bakterie jsou schopny se z biofilmli opét
uvolnovat a kolonizovat dalsi povrchy.
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Biofilm a zdravi

Acd se to zda paradoxem, vétéinu z celkového poctu bunék at” uZ lidského nebo zvifeciho téla
tvoii bakterie. Jen ve stievech Zije pres 600 druhti mikroorganismil a jejich celkovy podet je tedy
desetkrat vy8si nez podet bungk téla. Ukazuje se, Ze vétiina téchto bakterii se vyskytuje ve formé
biofilmu. Biofilmy se ale podileji i na Sirokém spektru nemoci at’ uz zvitat a nebo lidi. Je odhadnuto,
Ze az 80% viech infekénich choroba je zplsobeno biofilmy.

Biofilm se¢ miZe vytvofit na povrchu jakéhokoliv umélého povrchu implantovancho do téla
ancbo pfichazejiciho s télem do styku. Biofilm se mlzZe tvofit na povrchu modovych
iintravenoznich katetril, umélych chlopni, implantatti, kontaktnich ¢odek, zplsobuji zubni kaz,
umozije vznik chronickyeh modovych infekei, katetrovych sepsi, endokarditid atd. Vlivem
biofilmi se prodluzuje ¢as k hojeni ran a velmi ¢asto dochazi k perzistujicim infekeim.

U zvifat se biofilmy podileji napiiklad na chronické pneumonii u prasat a dobytka nebo
aspergilose u dribeZe. Jednim z nejdtleZitéjsich choroboplodnyeh zarodkil zpusobujicich zanéty
plic u telat je Mycoplasma bovis, ktery téZ ma schopnost tvofit biofilm.

Dalsi chorobou, na které se podileji biofilmy je mastitida, kterd stale ziistava jednou z nejvice
dilezitych nemoci v mlééném priamyslu. Zvlasté opakujici se infekce a rezistence infekei
na anfibiotika zplsobuji nemalé ztraty chovatelim. Ekonomické ziraty v disledku mastitidy
u hovéziho dobytka je jen v USA odhadovana na 1,8 miliardy dolart. To je zhruba 10% celkove
hodnoty prodaného mi¢ka a zhruba dvé tictiny této ztraty pifipada na sniZenou produkei mléka
u subkolinicky infikovanych krav. Biofilmy se¢ téZ vyznamné podileji na chorobach kulturnich
plodin. Ve zpracovatelském a potravinafském primyslu biofilmy hraji dilezitou roli napf.
v kontaminaci masa, mléénych produktil, vajec a technologického zafizeni. Patogeny jako jsou
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Mycoplasma bovis, Staphylococcus —aureus,
Streptococeus sp., Bacillus cereus, Salmonela apod. t€Z mohou tvofit biofilm, ktery je odolny vici
obvyklym metodam myti a samitace. Biofilmy mohou zvySovat korozi potrubi, méni
hvdrodynamické vlastnosti toku a dokonce mohou zplisobit 1 Uplné mechanické ucpani. Vzhledem
k mimmalni naroénosti biofilmii na Aviny, biofilmy jsou bé&inymi prostiedky téméf nezniditelne
a mohou byt neustalou hrozbou kontaminace a infekce. Biofilm se tvofi na tepelnych vymeénicich
v mlékarnach, kde bakterie mohou adherovat pifimo na povrch vyméniku Diky stalému piisunu
zivin a velké odolnosti na &istici proces se biofilm v téchto systémech pomnozi a mohou infikovat
dalsi soudasti systému.

Fyziologicky biofilm

Mikroorganismy, se podstatnou mérou podileji na traveni pfijaté potravy v travicim traktu
vétdiny zivodichl. V bachoru prezvykavell vytvafeji mikroorgamismy populaci tvofici biofilm
asociovanou s pevnymi ¢asticerm potravy, populaci asociovanou s gastrointestinalni tekutinou
ancbo populaci adherovanou na povrch slizmic. Adheze téchto bakteni probiha formou velm
specifické asociace. Dle vscobeeného principu mikrobialni ekologie se kazdy organisms snazi
umistit do nejpfiznivéjiiho prostredi z hlediska vy7Zivy a okolnich podminek a rozmnoZovat se
uvniti fyziologicky integrované komunity. Pozorovani ristu bakterii asociovanych s &asticemi
potravy ukazuje, Ze kaZdy druh adheruje k vlastnimu nerozpustnému substratu, napf. celuldza,
protein, gkrob a produkuje enzymy které jsou schopny degradovat nerozpustny substrat na rozpustné
nutriety. ProtoZe vétdina travicich procesii zahmuje koordinaci fyziologicky souvisejicich aktivit,
éasto vidime rozvoj strukturovaného spoledenstvi, kde metabolické produkty primamné travicich
organismil se stavaji substratem dalSich élenil vrstevnatého biofilmu.
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Vicobecné, pritommost dobfe adoptovanych mikrobialnich biofilmti na povrchu tkani je
benefitem v tom, Ze tyto burnky fyziologicky spolupracuji a biofilm zamezuje adhesi patogenim
bakteriim a virtm.

Jak bylo uvedeno, schopnost tvofit biofilm u mikroorganismi pfedstavuje dalezity faktor, ktery
miZe do znaéné miry piedurdovat patogenitu mikroorganismil. Tvorba biofilmu miliZze byt na jedne
strané benefitem, na druhé strang, ale miZe byt zde zvy$ené rizko virulence. Je na dal$im
zkoumani, aby tyto interakce byly 1épe popsany.
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Abstract
Microbial biofilm and its impact on animal health, nutrition and breeding

Biofilm are estimated fo be responsible for 80% of all human and animal bacterial infections.
Biofilms are matrix-enclosed microbial populations adherent to each other or solid surfaces or
tissues. Biofilms are extremely resistant to immune system, antibiotics and disinfectants. Conversely,
biofilms in the ruminant digestive fract play an important role in digestion and overall function of
the gastrointestinal tract. In this article importance of biofilm on animal health, murition and
breeding is presented.

Prace byla pfipravena za podpory NAZV 1B44037.

Kontakt:

MSe. Robert Kadlec

Vyzkumny ustav pro chov skotu, s.r.o., pracovi§té Pohorelice
Videniska 699, 691 23 Pohoielice

e-mail: vuvz@vuvz.cz

59

90



Piiloha ¢. 3

VEDA, VYZKUM

IN VITRO MODELY ADHERENCE
PROBIOTIK - PREHLED

R. Kadlec', L. KiiZova?, D. Halova'
' Wzkumny Ustav miékdrensky s.r.o.
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In vitro models of probiotics adhesion -
a minireview

Abstrakt

Prispévek se zabyvi problematikou stanoveni adherence
probiotickych kmeni bakterii metodami in vifro. V ivodu
je popsiana mukdzni vrstva nachézejici se v gastrointes-
tindlnim traktu a jeji charakteristické vlastnosti. Dile je
popsina problematika probiotik a kritérii pouZivanych pii
selekei potencidlnich probiotickych kmenii, z nichz
nejdilezitéjsi je adherence. Struéné jsou popsany a porov-
nany pouZivané in vitro modely pro studivm adherence
probiotickych kmeni.

Klicova slova: adherence, probiotika, i vitro, mucin,
bunééné kultury

Abstract

Minireview is focused on the problems of determination
of adhesion of probiotic strains using i vifre models. At
first, description of gastrointestinal mucus layer and its
characteristic properties is given. Further, probiotics and
criteria used for their selection are characterised with adhe-
sion as the most important selection criterion. Currently
used in vitro models are described and compared.

Key words: adhesion, probiotics, @ vifro, mucin, cell
cultures

Uivod

Mukézni povrch je pfirozenou bariéron gastroin-
testindlniho traktu, kterd jej chrini pfed patogennimi
mikroorganismy. Je komplexnim organickym systémem
tvofenym intestindlnim epitelem, imunitnimi burikami
a rezidentni mikroflérou. Intestindlni epitel je pokryt
specializovanymi pohirkovymi burikami, které sekretuji
vysokomolekuldrni glykoproteiny nazyvané mucin, ktery
mé silny negativni povrchovy naboj a velkou hydrataéni
kapacitu. Tvofi hlavni strukturdlni slozku mukézni
vrstvy. Mucin se nachézi pfedev&im na obvodu epitelial-
nich bunék a v jejich extracelularnim prostiedi nebo
pokryva epitelidlni builky. Vrstva mucinu slouzi nejen
jako bariéra, kterd brani difuzi neZadoucich makro-
molekul a pronikdni Skodlivych substanci a toxini do
vnitiniho prostiedi, ale m4 i mnoho dalSich funkei, jako
je lubrikace lumenu stieva usnadiiujici pasdZ triveniny,
zachovavéni hydratatni vrstvy epitelu a tvofi propustnou
gelovou vrstvu pro vyménu plyni a Zivin s intestindlnim

epitelem. Muciny mohou také obsahovat specifické
oligosacharidy, které mnapodobuji svoji  strukturou
epitelidlni receptory, na kleré navazi patogenni bakterie,
a tim je imobilizuji. Kromé toho obsahuji vazebna mista
pro rezidentni mikrofléru a udrzuji vysoké koncentrace
imunoglobulinu a tim brani ataku a kolonizaci patogen-
nich mikroorganisma’.

Doposud bylo identifikoviano na 20 riznych typl
muecini. V gastrointestindlnim traktu, predev&im pak
v tlustém stfevé, pfevladi mucin oznafeny MIUC2.
V nedavnych studiich bylo zjisténo, Ze se tento mucin
sklada ze dvou vrstev. Ackoliv obg vrstvy jsou tvofeny
prevazné MUC2 mucinem, maji rozdilné vlastnosti
a funkce. Vnitfni vrstva priléhd k epitelu stfeva a je pros-
ta bakterii, protoZe ma ve své struktuie pouze malé pory,
které nenmoziiuji pfimy kontakt s epitelialnimi buiikami.
Vn&jsi vrstva ohraniCuje lumen a vznikd chemickymi
a fyzikalnimi pochody z vrstvy vnitini, mi mensi
hustotu a obsahuje vysoky podet bakterii, kterym skyta
idealni prostfedi - je pro né nejen dillezitym zdrojem
energie, ale rovnéZz umozfiuje vazbu bakterii na &etna
vazebnid mista. Vnitini pfilnavou vrstvu je moZné
odstranit pouze jemnym sefkrabnutim, zatimeco vnéjsi,
volné piiléhajici vrstva se d4 snadno odstranit fetrnym
odsatim?.

Rezidentni mikrofléra, kterd trvale sidli v gastroin-
testindlnim ftraktu je tvorena piedeviim bifidobakteriemi,
laktobacily, enterokoky a propionibakteriemi, které se
podileji na udrZovini rovnovahy mikrobidlniho prostredi,
na omezovini kolonizace a invaze patogeni, na
zachovavani epitelidlni integrity a na podpofe imunitnich
funkci. Pro zachovani a podporu vySe uvedenych vlastnos-
ti rezidentni mikrofléry se ve vyzivé élovéka vyuZivaji
probiotika. Od probiotickych kmeni se ofekava, Ze budou
mit predeviim schopnost kolonizovat, alespoil doasné,
mukdzni povrch tlustého stfeva a chranit sliznici pied
napadenim patogeny, jakymi jsou napf. nékteré kmeny
Escherichia coli, Helicobacter pylori nebo jiné intestinal-
ni nebo potravni patogeny, dile schopnost povzbuzovat
imunitni odezvy organismu a také by mély vykazovat
antimutagenni a antikarcinogenni vlastnosti®. Zdkladnim
a nezbytnym predpokladem pro vyse uvedené vlasinosti
probiotickych bakterii je jejich schopnost adherence
k intestindlnimu mukdéznimu gelu nebo k epitelidlnim
burikam®. Bakterialni adherence k intestinalnimu povrchu
je Casto zprostfedkovina pomoci specifickych vazeb mezi
proteiny bakteridlniho povrchu (lektiny) ke komplemen-
tairnim oligosacharidim na povrchu tkani. Nicméné
bakterie mohou také adherovat nespecificky, pomoci
hydrofobnich interakci s intestinalnim povrchem’. Kmeny
s nejvys5i schopnosti adherence maji nejvétsi vliv na
zdravi hostitele’. Proto je adherence povaZovéina za jedno
ze zdkladnich selekénich kriterii pro probiotické mikro-
organismy.

Stanovit adherenci mikroorganismi metodou in vivo je
obtizné, proto byly vyvinuty modely studii in vitro, které
mohou byt provadény na riznyeh povidich simulujicich
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prostfedi stieva. Nejéastéji jsou v téchto studiich pouZiviny
huménni epitelidlni bunééné linie HT-29 a Caco-2
{(napf. 6), které jsou obecné povaZoviny za modely diferen-
cované humdnni intestinilni mukézy, protoze vykazuji
v medelech in wifro morfologické a funkéni vlastnosti
dospélych enterocytil®. Komparativni studie rovnéz sleduji
adherenci bakterii k burikdam HT29-MTX, coz je homogen-
ni populace humannich poharkovych bunék sekretujicich
mukus s cilem zjistit podil mukdzni vrstvy na interakei
bakterii s intestinalnim povrchem®. V pokusech in vifro se
také vyuziva imobilizovany intestindlni mukus, mucinové
agarové tubusy ve fermentorech, nebo celé fermentacni
systémy s mucinovymi nosiéi. Pii sledovani adherenénich
schopnosti se rovnéZ vyuzivd znaceni bakterif radioaktivni-
mi izotopy nebo fluoreskujicimi latkami.

In vitro modely pro studium adherence

Adherence bakterii k mucinu

Jedni se o nejjednoduisi model vyhodnoceni adherence
k intestinilnimu mukusu, ktery je zaloZen na imobilizaci
komeréné dostupného mucinu na povrchu mikrotitradnich
desticek’. Vysledky adherence viak vykazuji vESi variabi-
litn, nez jaka je pozorovana pii pouZiti bunéénych kultur®,
Pro vyhodnoceni adherence je moZné také vyuzit humén-
niho mueinu ziskaného ze vzorki stolice. Pfi pouZiti syn-
tetického a fekilniho mucinu pro zjiftovani adherence
u komeréné dostupnych probiotickych bakterii L. rhamno-
sus GG a B. lactis BbI2 nebyly zjiStény prukazné rozdily
v naméfenych hodnotich. Pro stanoveni rozdilu v adheren-
ci bakterii k mukézni vrstvé vytvofené v riznych &astech
stfeva se jako model pouZiva intestindlni mucin odebrany
z riznych &asti stfeva prasat’.

Adherence bakterii k bunéénym kulturdm

Pro tento typ studii in vifro jsou vyuZivany bunééné kul-
tury humannich intestinalnich epitelidlnich bunéénych
linii predevsim Caco-2 bunék a HT29-MTX bungk, které
lépe simuluji prostfedi in vive. Caco-2 buiiky vytvaieji
kultury tvofené homogenni a polarizovanou jednoduchou
vrstvou, kterd se svym charakterem blizi dospélym
huménnim enterocytim v tenkém sifeve, tehoZ se vyuZiva
pii studiu bunéénych interakei. Predchozi studie (napf. 10)
prokazaly, Ze fluorescentni znaeni bakterii ve spojeni
s jednovrstvou kulturou Caco-2 bunék je vhodny model
pro studie adherence a miZe byt vyuZivan jako alternativa
k radioaktivné znafenym bakteriim. Nicméné, tyto kultury
Caco-2 bunék nevytvifeji dostateénou vrstvn mukusu,
a proto 1 hodnoty adherence nékterych bakterialnich
kmeni (napf. L. rhamnosus GG, B. lactis BbI2 nebo
B. animalis 1ATA-A2) k Caco-2 builkdm jsou vyrazng
nizfi nez k mucinu. A naopak adherence nékterych kmeni
patogennich bakterii E. coli k Caco-2 kulturdm je vyS&i
ne# k mucinu®.

Bunééna linie HT29-MTX vznikla z izolace HT29 bunék
adaptovanych na methotrexat (MTX), které se diferencuji
na pohdrkové buiiky, sekretujici muein. PF pouZiti samot-

nych bunék HT29-MTX, jsou pozoroviny vyrazné nizsi
hodnoty adherence u viech testovanych probiotickych
kmeni, ve srovnani s hodnotami ziskanymi u Caco-2
bunék’.

V intestinilnim epitelu pfedstavuji enterocyty a po-
harkové buiiky 2 zakladni fenotypy bunék. Pro zpfesnéni in
vitre studii bakteridlni adherence byly proto vyvinuty me-
dely vyuZivajici ko-kultury Caco-2 bunék reprezentujicich
enterocyty a HT29-MTX reprezentujicich pohirkové
buiiky sekretujici mucin” v poméru 90:10, ktery nejvice
odpovida prirozenym podminkdm v intestinu.

Od Caco-2 bunééné linie byly odvozeny bunééné linie
C2BBe (linie oznadené 1 a 2), které vytvareji jednoduchon
polarizovanou vrstvu bungk s apikdlni karti¢ovou vrstvou
srovnatelnou s burikami v humannim intestinu®. Ackoli
tyto bunééné linie byly pouZivany jako in vitro model pro
studium priniku bakterie Salmonella tvphi pres intestinalni
epitel, linie C2BBel predstavuje potencidlni alternativnd
maodel pro studium vztahii mezi probiotickymi bakteriemi
a intestinalnimi epitelidlnimi burikami, jak jiz bylo ovéfeno
napf. ve studii®.

Prase¢i intestindlni epitelidlni bunééné linie IPEC-J2 jsou
v posledni dobé pouZivany jako relevantni in vitro modely
pro studium intestindlnich mezibunéénych interakei®,
protofe i IPEC-]12 buiky mohou diferencovat do bunék
vykazujicich vlastnosti enterocyti.

Vyjddreni adherence

Adherence probiotickych bakterii je nejcastéji
vyjadiovina jako procento bakterii adherovanych
k podateénimu mnoZstvi bakterii pfidanych k zvolenému
médiu (napf, k Caco-2 buiikam). V pripadé pouZiti radioak-
tivné znadenych bakterii je adherence vyjadiena jako pro-
cento radioaktivity naméfené po adherenci ve srovnani
s radioaktivitou mikrobidlni suspenze pridané k zvolenému
médiu. Podobné i v piipadé vyuziti fluorescenéniho
znaceni bakterii. Pro kvalitativni vyhodnoceni procesu
adherence jsou vyuzivany elektronové mikroskopy.

Zaver

Rozdily v adheren¢ni schopnosti bakterii k mucinu, kul-
turdm HT29-MTX a Caco-2:HT29-MTX (90:10) mohou
byt zplisobeny rozdilnym typem mucinu v uvedenych mo-
delech. V mnoha studiich bylo prokazano, Ze adherence
u riiznych metod in vifro se liSi dokonce i u stejného
kmene, co naznatuje, Ze bakterialni struktury zahrnuté do
procesu vazby na epitelidlni buiky a mukézni vrstvu
mohou byt rozdilné. Kromé toho bylo prokizano, Ze adhe-
rence mizZe byt pozitivné ovlivnéna takovymi faktory, jako
je pouZité medium, teplota a pH. RovnéZ bivalentni ionty,
jako tfeba Ca® mohou hakterialni adherenci ovlivnit'.
Agkoli pouziti bunéénych kultur misto extrahovaného
mucinu lépe odpovida situaci v Zivém organismu, je nutné
rovnéz veit v tvahu typ bunék i strukturn bunéénych kul-
tur, protoZe to urfuje povahu adheznich mist v systému.
Proto vyuzitim riznych in vitro metod pro studium adhe-
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rence ziskdme komplexnéjsi informace o rozdilech
v adherenéni schopnosti jednotlivich bakteridlnich kmeni
a muZeme tak odlifit jednotlivé typy interakei a molekul,
které zprostredkuji interakce mezi hostitelem a mikroor-
ganismenm.
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Lactid acid as semi product for the production
of polylactates and bio-degradable plastics

Abstrakt

Sladka syrovatka je v scufasné dobé pro vétSinu syraren,
kde venikd pii vyrobé syrii, odpadnim produktem. Posledni
trendy ve vyzkumu biodegradovatelnych plastii na bazi poly-
laktati, které by mély slouZit k baleni napf. potravinifskych
a dalsich vyrobki, vyuZivaji jako zikladni surovinu kyselinu
mléénon. Cilem této price bylo optimalizovat pfipravu
kyseliny mlééné ze syrovatky, klerd je vyznamnym zdrojem
laktézy. Byla sestavena aparatura pro fermentaci sladké
syrovitky a na zakladé vysledkii pfedchdzejiciho vyzkumu
vybrin vhodny kmen Lbe. helveticus CCDM 98 a zvolena
optimalni fermentadni teplota 42 °C. Jako alternativni suro-
vina byl misto syrovatky pouZit permeét - odpadni produkt
ziskany primyslovou ultrafiltraci odtuénéného mléka pii
vyrobé proteinového koneentratm. Byly pouzity tii druhy
syrovitky a dva druhy permedtu. Nékteré fermentace probéh-
ly za pidavku suplementu kvasniéného extraktu. Pribéhy pH
v ¢ase u jednotlivych fermentaci byly znizomény graficky
a dalsi vysledky sestaveny do tabulky. K posunu reakéni
rovnovahy byla venikajici kyselina mlédna neutralizovina
uhli¢itanem vapenatym. Vznikly mléénan vapenaty byl kon-
vertovan kyselinou sirovou na kyselinu mléénon a vedlejsi
produkt siran vpenaty byl dekantaci a vakuovou filtraci
odstranén. Nasledn® byla separovand kyselina mlécna
zahu$téna na vakuové odparce a podrobena analyze na obsah
predeviim L-kyseliny mléfné a D-kyseliny mlé&né
a zhytkové laktdzy. Z dosavadnich vysledki se jako nejlepsi
jevi fermentace syrovatky s pridavkem 0,5 % kvasnicného
autolyzitu a uhli¢itanu vapenatého pridaného jednorazove na
zadatku fermentace nebo postupné v prubéhu fermentace, za
pouZiti 11 % inokula Lbc. helveticus CCDM 98, kdy doglo
k vice jak 90 % konverzi laktézy na kyselinu mléénou.

Kli¢ova slova: syrovatka, permeat, polylaktit, biode-
gradovatelné plasty

Abstract

Sweet whey, which is a by-product in cheese processing,
is considered for the most cheese dairies as a waste product.

MLEKARSKE LISTY &. 124
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Priloha €. 4

Vliv kultivace kmene Lactobacillus acidophilus ve formé biofilmu na

probiotické vlastnosti
Kadlec R., Jakubec M., Ry3avka P.,

1 Abstrakt

Probiotika jsou zivé mikroorganizmy, ktera pokud jsou pifijimana v dostatecném
mnozstvi plisobi pozitivnim G¢inkem na hostitele. Mechanismus tc¢inku je riznorody a
zahrnuje: vylepSeni gastrointestinalni bariéry, modifikaci stfevni mikroflory pomoci
indukce produkce antimikrobiadlnich peptidii hostitelem, uvolnovani probiotickych
antimikrobidlnich faktorti, kompetice pro adherenci na stfevni epitel a imunomodulaci
hostitele. S mechanizmy ucinku a prichodu hostitelskym gastrointestinalnim systémem
jsou spojeny i probiotické testy vyZadované po probiotickych kmenech. Mezi hlavni
zkoumané parametry patii schopnost odolani snizenému pH, schopnost odolani zluci,
schopnost inhibice rastu patogennich kmenti a adherence na tkanové kultury simulujici
sttevni epitel.

Zde byly zkoumény vybrané parametry noveé formy proboitického preparatu —
biofilmové probiotikum. To je tvoii probioticky kmen Lactobacillus acidophilus 10B
narostly na Casticich biofilmu. Vlastnosti biofilmu se zna¢né lisi od planktonické formy
v mnoha ohledech z nichz nejzajimé&jsi parametry z hlediska probiotickych vlastnosti je
odolnosti vi¢i enviromentalnim vlivim, antimikrobidlnim latkdm a zvySend schopnost
kompetice ve vicedruhovém prostiedi {Mah, 2001, Mechanisms of biofilm resistance to
antimicrobial agents}.

Bylo provedeno srovnani planktonické a biofilmové formy probiotika Lactobacillus
acidophilus v nasledujicich vlastnostech (i) odolnost proti snizenému pH, (ii) odolnost
proti pusobeni zlu¢ovych soli, (iii) odherence na tkanové kultury a polystyren, (iv)
schopnost inhibice riistu patogennich kmentl a (v) rezistence vici antibiotikiim.
Biofilmovy typ probiotika vykazal odliSné parametry neZ typ planktonicky. Mezi
zménéné parametry patii: zvySend odolnost proti nizkému pH; zvySend odolnost proti
pusobeni zluCovych soli; zvySena adherence na polysteren; zména v inhibici
patogennich kmenli. Nezménéna byla schopnost adherence na tkéanové kultury a
odolnost vici antibiotikiim.
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2 Metodika

2.1 Vzorky
Na vSechny metodiky byly pouZity nasledujici vzorky:

e Vzorek lyofilizovanych bakterii kmene 10B adherovanych na biofilmu. Pred
vlastni analyzou byl tento vzorek rozpustény vtemperovaném MRS bujénu
(K+)

e Vzorek planktonickych bakterii kmene 10B - pfipravena 24 hodinova kultura (K-
)

2.2 Miles-Misra plotnova metoda
CFU vsech vzorkl bylo uréeno pomoci 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 roziedén ve fosfatovém pufru (NaCl — 8 g/l; KCI - 0,24 g/l;
Na;HPO,.12H,0 - 2,88 g/l, KH,PO, - 0,24 g/l; vSechny chemikalie — p.a. Penta) a
rozkapan na misku v objemu 10 pl. Po inkubaci je spocitano mnozstvi kolonii v jedné
kapce a prepocitano na celkové mnozstvi CFU v ml pomoci nasledujiciho vzorce. Po
inkubaci byly spocitany viditelné oddélené kolonie bakterii a CFU bylo spocitano podle

VZOorce.
(T biem kapiy)
CFU.mi™* = 07jem xapry
Freden
kde:

CFU — pocet spocitanych kolonii v kapce
zfedéni — fad ziedéni ve tvaru 10~

Po logaritmaci vysledki byla spocitana smérodatna odchylka méfeni podle vzorce:
kde:
X= aritmeticky pramér

> (x— %)’
(n-1)
n — pocet spocitatelnych kapek

2.3 Statistické vyhodnoceni - T-test
Na vyhodnoceni v bodech 2.1 az 2.3 byl pouzit Studentiv dvouvybérovy neparovy T-
test. Tento test dokaze urcit, zda dvé normalni rozd€leni majici stejny rozptyl, z nichz
pochazi dva nezavislé vybéry, maji stejné stfedni hodnot. Tedy Ze pochazeji z jednoho
stejného vzorku. Shodnost rozptyli byla ovéfena F-testem. Pokud vysledna hodnota p >
0,05 jsou rozptyly obou dat stejné a miize byt pouzit T-test.
T-test je nasledn€ vypocitan podle vzorce: B

4%

1 1
Sxi1xa - a—l— na

kde:

1
Sx1x, = \/E(Sgﬁ + 5%,)

Sx1 — smérodatna odchylka souboru 1
Sx2 — smérodatnd odchylka souboru 2

Xy — primér souboru 1
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X - pramér souboru 2
Ny — pocet hodnot v souboru 1
N, — pocet hodnot v souboru 2

Vypocitaina hodnota byla srovnana jako s tabelovanymi hodnotami pro hladinu
vyznamnosti 0,05 a pfevedena na p. Pokud p < 0,05 jsou soubory se skupin s odliSnou
stitedni hodnotou — jsou tedy odlisné pti 95% pravdépodobnosti.

2.4 Vliv biofilmu na prezivani kmene 10B roztoku soli o nizkém pH

Byl piipraven roztok soli simulujici prostiedi Zaludku o sloZeni: NaCl (2.05 g.I™),
KH,PO, (0.60 g.I'"), CaCl, (0.11 g.I'") a KCI (0.37 g.I'") {Corcoran, 2005, Survival of
probiotic lactobacilli in acidic environments is enhanced in the presence of
metabolizable sugars}. V roztoku bylo upraveno pH pomoci 1 M HClnapH 1,2a3.V
téchto pripravenych roztocich byly oba dva vzorky inkubovany 2 hodiny na tfepacce pii
37°C. V &asech 0,5, 1 a 2 hodiny byl odebran vzorek a bylo v ném neutralizovano pH
pomoci 1 M NaHCOs. Pocet CFU ve vzorku byl uréen pomoci modifikované plotnove
metod Miles-Misra. Kazdy pokus byl proveden ve tfech opakovanich. VSechny uvedené
chemikalie jsou kvality p.a. NaHCO3;, NaCl, HCI — Penta, zbyvajici chemikélie —
Sigma.

2.5 Vliv biofilmu na prezivani kmene 10B v roztoku Zluci

Vzorek K+ a K- byl inkubovan v 0,3% roztoku Zluci (Bile porcine - Sigma) po dobu 4
hodin pri 37°C {Ruas-Madiedo, 2005, Invited review: methods for the screening’,
isolation”, and characterization of exopolysaccharides produced by lactic acid bacteria}.
Kazdou hodinu byl odebran vzorek a bylo ur¢eno CFU pomoci modifikované plotnové
metody Miles-Misra. Kazdy pokus byl proveden ve tfech opakovanich.

2.6 VIliv biofilmu na schopnost adherence kmene 10B na polystyren a na
tkanovou kulturu HT29

Vzorek K+ a K- byl inkubovan na tkanové kultufe nebo na polystyrenu po dobu 0, 1, 2,
a 3 hodin. Nasledné byl roztok nad povrchem odsan a povrch byl tfikrat promyt
ptipravenym fosfatovym pufrem (pH 7,4) {Gleinser, 2012, Improved adhesive
properties of recombinant bifidobacteria expressing the Bifidobacterium bifidum-
specific lipoprotein BopA}. U tkanové kultury byl nasledné ptidan trypsin (praseci -
0,12% SAFC Biosciences) a po uvolnéni bunék se substratu byl pfidan fosfatovy pufr a
vzorek byl ultrazvukovan (ultrazvukovy generétor o sile 2 krat 180 W nastaveny -
60%/SWEEP). U polystyrenu byla mikrozkumavka s adherovanymi bakteriemi a
fosfatovym pufrem piimo ultrazvukovana. Nasledné¢ byla uréeno CFU pomoci
modifikované plotnové metody Miles-Misra. Kazdy pokus byl pfipraven ve tfech
opakovanich.

2.7 Inhibice ristu vybranych patogennich kmeni

Vzorky K+ a K- byly zlyzovany pomoci vysokoucinného ultrazvukového
homogenizatoru (SONOPULS HD 3400 — 400W amplituda 80% + pulzace 4 sekundy).
Nasledné byly lyzované vzorky prefiltrovany pies bakteridlni filtr 0,45 um. Nasledné
byly na misky sagarem a rozetfenymi patogeny nakapano 10 ul takto zlyzovaného
vzorku a také 10 pl vzorku viabilnich bakterii 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 pti 37°C
(Clostridium sordelli- anaerobné) byly odeteny vzniklé inhibi¢ni zony. Test byl
opakovan dvakrat a uveden je prumeér téchto vysledk vyjadieny jako rezistence,
Senzitivita ¢i neurcitelnost.

2.8 Méreni sensitivity + rezistence kmene 10B viic¢i vybranym antibiotikiim
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M¢feni rezistence a senzisitivity kmene 10B vii¢i antibiotikiim bylo métfeno klasickou
diskovou difiizni metodou pfi pouziti papirovych antibiotickych Stitkti {Bauer Aw,
1959, Single-disk antibiotic-sensitivity testing of staphylococci: An analysis of
technique and results}. Test byl opakovan tfikrat a uveden je primér téchto vysledki
vyjadieny jako rezistence, senzitivita ¢i neurcitelnost.

3.1 Vliv biofilmu na pi‘eZivani kmene 10B roztoku soli o nizkém pH

PfeZivani kmene 10B ve sniZeném pH 1
100 o
100 H
I K-
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L g0 |
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= =
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Graf ¢. 1,2 a 3: Vliv sniZzené¢ho pH na procento ptezivsich bakterii planktonickych (K-)
a biofilmovych (K+) bakterii kmene 10B.

Tabulka €. 1: Tabulka namétenych hodnot CFU pouzitych v grafu ¢. 1,2 a 3.
pH | doba | pramér zmény | smérodatnd odchylka | primér zmény CFU | smérodatnd odchylka
CFU bez biofilmu | — bez biofilmu [%] s biofilmem [%] — 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 |05 | 8548085 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 |05 |8476921 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 &. 2: Vysledky statistickych analyz.

pH | ¢as | p-rozptylu p — dvouvybérovy t-test Statisticky vyznamny rozdil
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 NEHODNOTITELNE
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 NEHODNOTITELNE
2 >0,05 <0,05 ANO

3.2 Vliv biofilmu na prezivani kmene 10B v roztoku Zluc¢i
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Graf €. 4: Procento preZzivsSich bakterii pti plisobeni Zlu¢i 0,3% praseci zluci. (K+
probiotikum na biofilmu; K- planktonické forma)

Tabulka €. 3: Namérené hodnoty

ouzité v grafu ¢. 4.

doba pusobeni | pramér zmeény | smérodatna pramér zmény | smérodatna
0,3% zluéi [hod] CFU bez biofilmu | odchylka - bez | CFU s biofilmem | odchylka - s
[%] biofilmu [%] [%] 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 ¢. 4: Vysledky statistickych analyz.

doba puisobeni 0,3% zluéi [hod] | p-rozptylu | p — dvouvybérovy t-test | Statisticky vyznamny rozdil
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

tkanovou kulturu HT29
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Graf &. 5 a 6: Procento adherovanych bun€k na HT29 a na polystyren — srovnani pfi
pouZiti biofilmu.

Tabulka €. 5: Namétené hodnoty pouzité v grafech ¢. 4 a 5.
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Doba Adherence na HT29 Adherence na polystyren
o — S s S
CFU [%] smérodatn CFU [%] smérodatn CFU [%] smérodatn CFU [%] smérodatn
& odchylka & odchylka & odchylka & odchylka
[%] [%] [%] [%]
0 68,2046 | 0,6775 | 68,6710 | 0,4421 | 63,3421 | 1,2241 | 77,9209 | 0,1009
6 9 9 2 5) 5 5)
1 78,175 | 0,8999 | 81,0026 | 0,4441 | 72,4096 | 1,4009 | 82,9042 | 0,7773
6 2 7 4 1 4 6
2 76,7268 | 1,3231 | 81,2393 | 0,7490 | 64,2384 | 1,9125 | 83,7265 | 0,6667
7 2 5 3 1 4 7 3
3 80,8503 | 1,0065 | 81,4730 | 0,4722 | 65,0142 | 0,9379 | 83,2836 | 0,6573
5 2 1 2 6 9 7
Tabulka ¢&. 6: Vysledky statistickych analyz.
cas p-rozptylu p — dvouvybérovy t-test Statisticky vyznamny
rozdil
HT?29 0 >0,05 0,292712367 NE
1 >0,05 0,157481809 NE
2 0,0485400242 <0,05 NEHODNOTITELNE
3 >0,05 0,30547547 NE
Polystyren 0 >0,05 <0,05 ANO
1 >0,05 <0,05 ANO
2 0,0117093427 <0,05 NEHODNOTITELNE
3 >0,05 <0,05 ANO

3.4 Inhibice ristu vybranych patogennich kmenii

Tabulka ¢. 4: Vysledky méfeni inhibice patogennich kmend (S — senzitivita, R —
rezistence, | — neurcitelnost).

Kmen S/R/I
Zivé buiiky Lyzat
bez S bez S
biofilmu | biofilmem | biofilmu | 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 R R R R
1960

Salmonella ser. enteritidis HUB- R R R R

22

Staphylococcus aureus CCM R S R R
3953

Proteus vulgaris CCM 1749 R R R R

Candida albicans CCM 8269 R R R R
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3.5 Méreni sensitivity + rezistence kmene 10B vii¢i vybranym antibiotikiim
Planktonicky kmen bez biofilmu a lyfilizovany vzorek narostly na biofilmu maji stejnou
rezistenci a sensitivitu, ktera je uvedena v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢&. 5: Vysledky difuzniho testu (S — senzitivita, R — rezistence, | —
neurcitelnost).

Antibiotikum ug ATB/disk S/IR/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 Zavér

Lyofilizované probiotikum narostlé na biofilmu je odolnéjsi (0=0,05) nez
probiotikum planktonické ptfi plisobeni roztoku soli o snizeném pH 1 a vic¢i 0,3%
roztoku praseci zluci. Pfi pisobeni roztoku o pH 2 je probiotikum na biofilmu odolnéjsi
pii dobé pilisobeni delsi nez je 0,5 hodiny. U roztoku o pH 3 zajiStuje biofilm ochranu
pted ptisobenim v ¢asech 0,5 a 2 hodiny. Pfi ptsobeni 1 hodinu vykazuje i planktonicka
forma kmene 10B urcitou formu adaptace.

Biofilm nezajistuje lepsi schopnost adherence kmene 10B na tkanové kultury,
ale umoznuje lepsi adherenci na polystyren. To je pravdépodobné zpiisobeno
hydrofobni interakci ¢astic biofilmu s povrchem polystyrenu.

Biofilm také posilil schopnost inhibice Staphylococcus aureus CCM 3953 a
Escherichia coli CCM 3988. Naproti tomu potlacil schopnost inhibice Listeria
monocytogenes HUB-3. Schopnost kmene inhibovat Clostridium sordelli CCM 4611
zlstala nezménéna.

Rust na biofilmu nemé¢l zadny vliv na rezistenci vici antibiotikim. Kmen 10B je
stale stejné senzitivni vii¢i antibiotikim uvedenym v tabulce €. 5.
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Introduction

Abstract

An understanding of adherence ability is crucial in many areas, for example, in
research on biofilms, evaluation of probiotics or in biotechnology. In all these
analyses, the reproducible washing is very important in the prevention of false
results. During washing, the force, direction of the flow, position of the pipette
tip, number of washing cycles, type of washing solution and the way of
removing the washing solution can be sources of inappropriate stress to
attached cells. To overcome these problems, we here propose the use of high
mass density solutions as flotation agents. As the density of bacteria is lower
than that of the flotation solutions, nonattached or weakly attached bacteria
are moved to the surface due to hydrostatic force. Caesium chloride,
ammonium nitrate and sodium diatrizoate solutions, which are commonly
used as FAs, were compared with a standard method of rinsing. Several
concentrations of agents were used to investigate the optimal concentration
and influence of hydrostatic pressure on adhered micro-organisms. We show
that flotation is a rapid method for distinguishing between adhered and weakly
attached or loosed cells with reproducible results. Due to its range of possible
mass density concentration, the best FA was shown to be caesium chloride.

release of attached bacteria or cell culture from the bot-
tom of a well. In addition, different numbers of washing

Most of the methods used for the study of adherence are
based on nonflow cultivation in which the separation of
adherent and planktonic bacteria can only be achieved by
rinsing. The purpose of rinsing is to remove nonattached
and weakly attached micro-organisms from the surface
and to distinguish between actively adhered cells and the
influence of sedimentation. For proper rinsing, the force
and direction of flow should be the same in all experi-
ments, and this can be difficult to achieve during manual
rinsing (Hijikata ef al. 1993; Nagasaka et al. 1997). Also,
inadequate shear stress related to rinsing could cause the
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steps and different types of washing solution have been
reported in the literature (Table 1). Such variability in the
methodology of washing makes comparison between dif-
ferent studies difficult.

This problem could be overcome using a flotation tech-
nique for the separation of nonadhered bacteria from the
substrate. Flotation with high mass density solutions has
been variously used for the separation of DNA fragments
(Aprodu et al. 2011), viruses (Hijikata et al. 1993; Naga-
saka et al. 1997), isolation of bacteria (Vanittanakom
et al. 1995; Wolffs et al. 2004; Lofstrom et al. 2011) or
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Table 1 Number of washing cycles during adherence experiments

Number of

washing cycles Reference

2 Juntunen et al. (2001); Bianchi et al. (2004);
Cepeljnik et al. (2007); Laparra and Sanz (2009}

3 {Tuomala and Salminen (198}, Forestier et al,
(2001); Le Blay et a/. (2004); Moussavi and
Adams (2010)

4 Greene and Klaenhammer (1994); Jacobsen

et al. (1999); Kapezynski et al (2000);
Huang et al. (2003)
5 Chauviere et al. (1892); Crociani et sl (1995}
6 Dibb-Fuller et af (2001}

parasites (Cox 1970). As the mass density of bacteria or
other clements is lower than that of the flotation solu-
tions, nonattached bacteria are moved to the surface due
to the hydrostatic force. The use of flotation represents a
novel method, which could simplify and standardize pro-
cedures in research on adherence.

The aim of this study was to compare flotation with wash-
ing and to define the most suitable mass density for the most
suitable flotation agent. We have tested three common used
flotation agents (FAs): caesium chloride (CsCl), ammonium
nitrate (NaNQs3) and sodium diatrizoate.

Results and discussion

Figure 1 shows the results obtained after different num-
bers of washing cycles. There was an obvious decrease in

Log CFU of adherent bacteria
o

2
Number of washing cycles

Figure 1 Influence of number of washing cycles on numbers of
adherent bacteria. Changes in adherent bacteria are on the y-axes
(log CFU} and numbers of washing cycles on the x-axes. Bacterial
solution was at ODggo = 0:5. *  statistically signfficant difference
between biofilm-positive and biofilm-negative strain (Student’s t-test
with P < 0.05). () Biofilm-negative strain and (@A) biofilm-pasitive
strain.
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the number of adherent bacteria with increasing number
of washing cycles. With all numbers of washing cycles, a
steady decrease in adherent bacteria in both the biofilm-
positive and the biofilm-negative strain was observed.
This suggests that every washing step released some
amount of adherent bacteria. The decrease in CFU in the
samples of the biofilm-negative strain was more obvious
when compared to the biofilm-positive strain, but overall
the trend was similar. A comparison of fluorescent detec-
tion and plate count enumeration is shown in Fig. 2 and
demonstrates that fluorescent and CFU count detection
yielded similar results. This indicates that fluorescence
could potentially be used for the detection of adherent
and planktonic bacteria during flotation. However, due to
low sensitivity (limit of detection is log 6), much
higher concentration of used bacterial strain (ODggp = 1)
must be used through the experiments. This was the
reason why we have used fluorescence detection only for
verification of results from plate count enumeration
methodology.

The results of the flotation experiments with different
FAs are shown in Fig. 3. It was observed that most
bacteria were abruptly released from the bottom after
application of FAs with mass densities in the range of
1-13-1-30¢ g.ml ™" regardless of the chemical nature of the
FA. After further application of FA in concentrations
higher than 1-40 g.ml ™!, only a slight decrease in the
number of attached cells was observed. The trend in both
strains was the same but the flotation effect was higher
for the biofilm-negative strain as more cells were floated

Log CFU of adherent bacteria
[+>]

Number of washing cycles

Figure 2 Comparisan of fluorescence detection and plate enumera-
tion of biofilm-negative strain adherence with different numbers of
washing cycles. Bacterial solution was at ODgpp = 1. *  statistically
significant difference hetween plate enumeration and fluorescence
(Student’s t-test with P < 0-05). () Plate enumeration and (g
Fluorascence detection.
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(a) Biofilm positive strain

75
7.0
65
6.0
55
5.0
45
4.0
35

T

Figure 3 Influence of different mass densities
of flotation agents on the numbers of
acherent bacteria. Results from flotation of
biofilm-positive {a) and biofilm-negative strain

Log CFU of adherent bacteria
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(b) Biofilm negative strain
75

7.0 s

65
6.0
5.5
5.0
4.5
4.0
3.5

:

! Hﬂ%igﬁ 7 k\hﬂ\:ﬁﬁ

.}

10 12

{h). () CsCl; (—a—) sodium diatrizoate and
(~+—) NaNos.

with same density of FA than in the biofilm-positive
strain.

Linear regression was performed on data in Fig. 3, to
compare flotation agents in mass densities up to
1-40 gml ™", Results are summarized in Table 2. Calcu-
lated slope corresponds to efficiency of used FAs (effect
of increasing mass density on number of adherent bacte-
tia). The highest overall efficiency was observed when
CsCl was used (slope: 9.29 for biofilm positive and 9.72
for biofilm negative). FA with highest difference between
both strains was diatrizoate (5.79 for biofilm positive and
19.56 for biofilm negative). NaNO; was least efficient
(5.49 for biofilm positive and 5.55 for biofilm negative).

Apart from the mentioned FAs, we also tested several
other chemicals that can be used as FAs, but most of
them were discarded due to their high toxicity for the
bacterial strains used (ethylene glycol), high viscosity
(sucrose, dextran) or low mass densities of the prepared
solutions (magnesium sulphate, polyethylene glycol, PER-
COLL).

Flotation is a widely used method for separation of
DNA (Okamoto et al. 1998), virus particles or parts of
cells (Jones and Matus 1974). However, this is the first
study to report the use of flotation for the separation of
bacteria. The use of the hydrostatic pressure of the FA is
the underlying principle of flotation. Hydrostatic pressure
can be expressed using a simple equation:

Table 2 Linear regression of flotation results

16 18 2.0 i0 12 14 16 18 20

Mass density of flotation reagens [g mi~]

14

]

where Vi, is the volume of bacteria, py is the mass density
of the used FA and g is gravitational acceleration. It is quite
difficult to determine the mass density of bacteria. The
exact mass density for Staphylococcus epidermidis is not
known, but, for example, the mass density of Escherichin
coli was determined to be about 1-160 g.ml™" (Godin et al.
2007). Moreover, cell density is affected by cell age, storage
conditions and solution tonicity. Also, it was observed
that extracellular polymer substances of biofilm-positive
strains are produced constantly and are attached to the sur-
face of cells (Ruzicka et al. 2007). These high-molecular-
weight polymers could also alter the final cell density. It is
highly probable that the mass density of a particular bacte-
rial strain is not represented by an exact value but rather
moves within certain ranges. In these particular strains, the
value seems to be between 1-13 and 1-30 gml ™" The den-
sity of the FA should always be higher than the density of
bacteria; otherwise, the flotation effect will only be partial
or slower, We have shown that a FA density higher than
1-40 g.ml™" gives reproducible results, which is sufficient
for the separation of most planktonic and weakly adhered
bacteria.

The decreasing numbers of adherent bacteria with the
number of washing cycles observed in this study were in
accordance with results obtained by some other authors

Fp=Viac 05 8

Biofilm positive

Biofilm negative

Flotation agent REx Slope coefficient STEY R Slope coefficient STEt
CsCl 0-8981 —9.288 0-4005 0-8881 -9.720 -4418
NaNOs 06118 —5-493 05602 06075 —5-556 05719
Diatrizoate 0-4435 —5.785 08927 0.7955 —19.57 1.271
Only results from flotation up to 140 g mI~" are used.

*Coefficient of determination.

{Standard error of slope coefficient.
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(Table 1). These authors have tried to optimize the num-
ber of washing steps for their specific assay. This, however,
has led to a certain degree of variability in the results
obtained making comparison between different studies
quite difficult, The wse of flotation could solve this
problem through the use of standardized solutions that (if
the mass densities are high enough) yield reproducible
results in the number of remaining adherent bacteria.

In condlusion, high concentrations of CsCl and NaNO;
with mass densities of 1-40 gml™" and higher could be
used for the separation of planktonic and adherent bacte-
ria. The method may also find application outside the
area of research on bacterial attachment with several oth-
ers nontoxic high-density chemicals.

Material and methods

Bacterial strains and cultivation protocol

The bacterial strains used in the experiments were
type strains of Staph. epidermidis, which were previously
determined as biofilm positive {Czech collection of micro-
organisms — GCM 4418) and biofilm negative (CCM 7221)
according to the microtitre plate assay and to the presence
of the ica locus (Ruzicka et al. 2004). The biofilm-positive
strain has shown a greater ability to adhere in comparison
with the biofilm-negative strain. Before the experiment,
each strain was cultivated for 24 hours in tryptic soy broth
(Sigma, Rodermark, Germany), at 37°C under aerobic con-
ditions and with agitation. Bacterial cultures were then cen-
trifuged and resuspended in phosphate buffer saline (PBS;
pH = 7-5) and diluted to ODggy = 0-5.

Flotation agents and chemicals

The following flotation agents were tested: caesium chlo-
ride, sodium diatrizoate and sodium nitrate. All the labo-
ratory chemicals and the FAs used in this study were of
reagent grade purity and were purchased from Sigma,
Germany. The FAs were dissolved in sterile PBS before
use. Maximal-achieved concentrations and mass (mea-
sured using a pycnometer; Kavalierglass, as., Czech
republic) were as follows: CsCl — 1.956 g.ml’l; diatrizoate
— 1220 gaml Y and NaNOs; — 1-426 gl % Listed mass
densities were maximal, and we used several different
mass densities of each FA in the flotation assay. The FAs
were also tested for their toxicity against the bacterial
strains used in this study (see Table S1). After one hour
of exposure to FA, the viability of bacteria was deter-
mined by measuring colony-forming units (CFU) after
cultivation on tryptic soy agar (Sigma) for 24 h at 37°C.
The survival rate of the bacterial strains after exposure to
FAs was in all cases higher than 95%.
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Flotation and washing assay

The bacterial strain solutions in PBS (150 ul; prepared as
described above) were incubated for one hour at 37°C in
a transparent 96-well microtitre polystyrene plate (Nalge
Nunc International, Penfield, NY, USA). To separate
nonattached cells, 150 ul of FA of different mass densi-
ties was added. The same volume of PBS was used as a
blank.

Simultaneously, the washing procedure was also tested.
The solution was gently aspirated using a micropipette
from the side of the well, and 300 pl of PBS was evenly
added with the same position of the pipette tip. This was
repeated in the range of one to seven washes. After flota-
tion/washing, the content of the well was discarded. Bacte-
rial cells were finally released by adding 150 ul of PBS to
the well followed by sonication in an ultrasound batch
(Ecoson, 180 W, 8 min). The numbers of adhered cells
were determined by plate enumeration (CFU counting) on
tryptic soy agar plates after incubation under aerobic con-
ditions at 37°C for 24 hours. Each experiment was per-
formed with three separate aliquots and in three
independent replicates. Statistic evaluation of washing
results was performed by Student’s two sample indepen-
dent -test with null hypothesis that adheration of biofilm-
positive and biofilm-negative strains is not different in each
step of washing. Results from flotation was evaluated by
linear regression up to 1-4 g.ml ™. Slope of all three flota-
tion agent was calculated, and results were compared.

Plate enumeration verification

The plate enumeration {(CFU counting) and correlation
with number of adhered cells were verified using fluores-
cent staining (Syto 24; Life Technologies Corp., Carlsbad,
CA, USA). The fluorescence was measured using a Syn-
ergy fluorescent reader (Biotek, Bad Friedrichshall, Ger-
many). To draw the calibration line of dependence
between fluorescence and CFU, tenfold serial bacterial
dilutions with known numbers of CFU were stained with
Syto 24, The adhered cells were then quantified after dif-
ferent numbers of washing cycles using both plate enu-
meration and fluorescent staining. Plate enumeration
correlated highly with fluorescent staining (Fig. 2). Due
to the relatively low sensitivity of the fluorescent staining
(detection limit of 10° CFU ml™") and partial inhibition
of fluorescence by FAs (especially by CsCl), plate enumer-
ation (CFU counting) was selected as the method of
choice for quantification of adhered cells. Statistical evalu-
ation of the results was performed by Student’s two sam-
ple independent t-test with null hypothesis that results
from fluorescent detection and plate counting are indif-
ferent in each step of washing,

Latters in Applied Microbiology © 2014 The Socisty for Applied Microbiclogy
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The effect of prebiotics on adherence of probiotics

Robert Kadlec and Martin Jakubec'
Dairy Research Institute Ltd., Prague, Czech Republic

ABSTRACT

Prebiotics are generally considered to promote the
function or wviability of probiotics via their fermenta-
tion, but their effect on the adherence of probiotics is
still unclear. In this study, we examined the effect of
4 commercially available prebiotics [Orafti GR, Orafti
P95, and Orafti Synergy (Beneo GmbH, Mannheim,
Germany), and Vivinal (Friesland Foods Domo,
Amersfoort, the Netherlands)] and 3 simple saccharides
(glucose, galactose, and lactose) on the adherence of
5 probiotic type strains, 2 lactococei starter cultures,
and 5 potential dairy probiotic strains from the Cul-
ture Collection of Dairy Microorganisms (Tabor, Czech
Republic}. Adherence was tested in microtiter plates on
the following types of substrate: polystyrene alone and
polystyrene coated with either porcine mucus or cocul-
tures of the human colon cell lines Caco2 and HT29-
MXT (1:9 ratio of HT29-MXT:Caco2). Adherence was
evaluated as a change in fluorescence in the well of a
microtiter plate. The most commonly observed effect
(with a few exceptions) of prebiotics was decreased
adherence of the tested strains observed on all types of
substrate. The tested saccharides, which are part of the
residual compounds of the used prebiotics, had a very
gimilar effect—eliciting a decrease in adherence ahility
in the majority of the probiotic strains.

Key words: prehiotic, inulin, galactooligosaccharide,
gastrointestinal adherence

INTRODUCTION

Probiotics are live bacteria that may confer a health
benefit on the host. More than 20 yr ago, Fuller (1989)
defined probiotics as “live microbial feed supplements
which beneficially affect the host animal by improving
its intestinal microbial balance.” However, the most
common definition used ecurrently is from the World
Health Organization, which defines probiotics as “live
microorganisms, which, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit on the host.” For
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declaration of a bacterial strain as a probiotic, several
criteria must be fulfilled, including good adherence of
the probiotic on intestinal epithelial cells and intesti-
nal mucus. Adherence is an essential process for the
survival and proliferation of probiotic microorganisms
in the gut; the mere passage of a probiotic through the
digestive system is seen as insufficient for induction of
a clinical effect. Prebiotics are generally considered to
improve the function of probiotics but their influence on
the adherence of probiotics is still unknown. Currently
many strains of Lactobacillus spp., Bifidobacterium
spp., and Enterccoccus spp. exist that are commonly
used in probiotic products, especially in fermented milk
(Saarela et al., 2000). These strains were defined as
probiotics due to determination of certain properties,
such as no pathogenicity (Dugas et al., 1999), survival
in the gastrointestinal tract (Lo Curto et al., 2011},
ability to adhere to the intestine (Laparra and Sanz,
2009), prevention of gut infections and pathogen adher-
ence to the intestine (Alvarez-Olmos and Oberhelman,
2001; Lee et al., 2000; Mukai et al., 2002), and no pro-
duction of gases (Gill and Guarner, 2004). The ability
of probiotics to adhere to the intestine is an important
feature enabling their persistence and proliferation in
the intestine (Parvez et al., 2006).

The beneficial effect of probiotics can be enhanced
by using prebiotics [i.e., “non-digestible food ingredi-
ents that stimulate the growth and (or) activity of a
limited number of bacteria in the colon”; Gibson and
Roberfroid, 1995]. These non-digestible ingredients are
oligosaccharides and polysaccharides, which are resis-
tant to gastric acidity, hydrolysis by mammalian en-
zymes, and gastrointestinal absorption {Gibson, 2004}.
On the other hand, they can be fermented by intestinal
microflora, which results in the selective growth and in-
creased activity of beneficial microflora. Several studies
exist dealing with the influence of prebiotics on probi-
otics, but so far, only a handful of studies have reported
changes in adherence after the addition of prebiotics
{Kavanaugh et al., 2013; Koh et al., 2013).

Various in vitro models have been used for the evalu-
ation of adherence ability. The simplest assay is based
on immohilization of commercially available muein on
a microtiter plate (Tuomola et al., 1999}, but the most
widely used model is coculture with human colon cell
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lines (usually Caco-2 and HT29) in a microtiter plate
(Alssi et al., 2001). The disadvantage of these assays is
that the used cells are cancer cells, which can be un-
stable and may or may not be identical to normal epi-
thelial cells. Further, they do not produce mucin. The
Caco-2 cells resemble both colonocytes and enterocytes;
HT-29 cells can be differentiated by methotrexate into
cells that constantly produce a mucin layer (Lesuffleur
et al., 1990). These differentiated cells labeled as HT20-
MXT were used in the current study.

The aim of this study was to describe the influence
of prebiotics on the adherence abilities of several pro-
biotic and diary cultures. Because every used prebiotic
contains a significant amount of simple saccharides, we
also included these saccharides in the testing. Adher-
ence was measured on widely used models: on polysty-
rene alone and polystyrene coated with either mucin or
cocultures of Caco2:HT29-MXT. To this end, we evalu-
ated the influence of 4 commercially available prebiot-
ics and 3 simple saccharides on 5 type probiotic strains
and 8 dairy milk cultures. Subsequently, we attempted
to identify the main mechanisms that influence the
adherence of probiotic and prebiotic combinations. For
this purpose, one strain was selected for measurement
of (-potential changes when cultivated with selected
prebiotics.

MATERIALS AND METHODS
Bacterial Strains and Cultivation Conditions

All used strains were from the Culture Collection of
Dairy Microorganisms (CCDM; Tsbor, Czech Repub-
lic). The following probiotic type strains were used:
Lactobacillus vhammoses CCDM 5987, Lactobacillus
acidophilus CCDM 797, Lacfococcus lactis ssp. lactis
CCDM SITT, Enterococcus durans CCDM 5007, and Bi-
fidobacterum animalis ssp. lectis CCDM 3747, Several
other strains isolated by the Dairy Research Institute
Ltd. were also included: Lactococcus sour cream starter
culture CCDM 17, Le. lactis ssp. lactis CCDM 731,
E. durans CCDM 922A, FEnterococcus faeciwm CDM
945, B. antmalis ssp. lectis CCDM 94, Lb. rhamnosus
CCDM 150, Lb. acidophilus CCDM 151, and Lb. rhaim-
nosus CCDM 289, The strains of genus Lactococcus
and Fnterococcus and sour cream starter culture were
cultivated in M17 broth (Sigma Deutschland GmbH,
Rodermark, Germany). The strain of genus Lactoba-
cillus was cultivated in de Man, Rogosa, and Sharpe
(MRS) broth ( Lactobacilus broth according to de Man,
Rogosa, and Sharpe; Roche Diagnostics Deutschland
GmbH, Germany). The strain of genus Bifidobacte-
rizm was cultivated in MRS broth with the addition
of 0.5% L-cysteine hydrochloride (biochemical quality;
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Germany). All strains
were cultivated at 37°C for 20 h before the beginning
of the experiment. After the cultivation, bacterial cells
were pelleted (centrifuged) at 10,000 x g for 10 min at
room temperature washed twice in PBS (pH = 7}, and
finally resuspended in PBS to an optical density at a
wavelength of 600 nm (ODg) of 0.5.

Bacterial Staining with SYTO 24

Prior to the experiment, bacterial cells suspended in
PBS were stained by adding 5 pM SYTO 24 flucrescein
(Life Technologies Corp., Carlsbad, CA), which specifi-
cally binds to DNA and RNA. Bacterial cells were then
incubated for 30 min at 37°C in the dark.

Cell Cultures and Simulation of Intestinal Epithelium

For in vitro simulation of intestinal epithelium,
cocultures of 2 cell strains from The American Type
Culture Collection {(ATCC; Manassas, VA) were used:
HT29 (ATCC HTB-38; passage 137 to 147) and Caco-2
(ATCC HTB-39; passage 20 to 30). At first, HT29 cells
were cultivated in Dulbeceo’s modified Eagle’s medium
with 15% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomy-
cin, and 1% sodium pyruvate. The HT'29 cultures were
then differentiated using methotrexate as described
previously (Lesuffleur et al., 1990). The Caco-2 cells
were cultivated in Eagle’s minimal essential medium
with 20% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomy-
cin, and 1% L-glutamine.

Finally, the cells strains were cocultivated in mi-
crotiter plates (see below) at a 1:9 ratio of HT29-
MXT:Caco2. A cell mixture with a starting density of 1
x 10° cellsjem” was cultivated at 37°C in the presence
of 5% CO, until the bottoms of the wells were covered
by cells (typically 14 d). The cultivation medium used
for the cell mixture was the same as that used for the
cultivation of Caco-2 cells (see above). All media and
chemicals used for cell culture were purchased from
Lonza Group Ltd. (Cologne, Germany ).

Prebiotics

In the experiments described below, 4 prebiotic
substances were used: (1) Orafti GR {Beneo Gmbl,
Mannheim, Germany): a white powder that contains
mainly chicory inulin with polymeric degrees from 2
to 60 (average of >10; composition: >90% inulin, <4%
glucose and fructose, and <8% saccharose); (2) Oraftl
P95 (Beneo GmbH): white hygroscopic powder that
contains mainly oligofructose, a product of the par-
tial enzyvme hydrolysis of chicory inulin (composition:
>93.2% oligofructose and <6.8% glucose + fructose
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+ saccharose); (3) Orafti Synergy (Beneo GmbH):
hygroscopic powder, which is a combination of inulin
with a selected length of chains and specific fraction
of oligofructose (polymeric degrees not provided; com-
position: 90-94% inulin + oligofructose and 6-10%
glucose + fructose + saccharose); and (4) Vivinal GOS
(Friesland Foods Domo, Amersfoort, the Netherlands):
non-colored syrup (composition: >57% galactooligo-
saccharides, <23% lactose, <22% glucose, and <0.8%
galactose).

Adherence Assay

Three types of surface modifications of microtiter
plates were used in the adherence assay: (1) nontrans-
parent black polystyrene 96-well microtiter plates (Na-
lge Nunc International, Penfield, NY), without modifi-
cations; (2) mucin-coated nontransparent black 96-well
polystyrene plates [Nalge Nunc International; i.e., the
plates were incubated with 0.5 mg/mL porcine mucin
(Sigma. Deutschland GmbH) for 4 h at 4°C and then
gently washed 3 times with PBS]; and (3) HT-29:Caco-
2-coated transparent 96-well microtiter plates (Nalge
Nune International) prepared as described above. The
adherence assays were carried out as follows: (1) 100
pli of the bacterial suspension stained with SYTO 24
was dispensed to each well, (2) 100 pL of 5% (wt/
vol) prebiotic or saccharide sclution was added to each
well (the final concentration of prebiotics or saccharides
was 2.5%), (3) the mixtures were incubated for 60 min
at 37°C (HT-29:Caco-2-coated plates were incubated
in the presence of 5% CO,) and after incubation, the
wells of microtiter plates were gently washed with PBS
3 times (PBS was preheated to 37°C for washing of the
HT-29:Caco-2-coated plates); and (4) 100 pL of PBS
per well was dispersed and fluorescence was measured
using a Synergy 2 reader (Beneo GmbH) with sensitiv-
ity set to 100 and with filters of wavelengths 485/20
nm (excitation) and 530/25 nm (emission). All samples
were measured in 4 aliquots obtained from 3 indepen-
dent experiments.

Measurement of {-Potential

Based on the results of adherence, Lb. rhamnosus
CCDM 150 was selected for additional assessment of
changes in (-potential after the addition of the pre-
biotics. This particular strain had shown a significant
increase in adherence when Orafti P95 was used. The
theory that increase may have been caused by a change
in charge was tested. The sample was prepared in the
same way as for the adherence assay and (-potential
was measured in a Zetasizer 3000 instrument (Malvern
Instruments Ltd., Malvern, UK).
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Statistics and Data Processing

Collected data were evaluated using Statistica 10
(StatSoft, Prague, Czech Republic), Excel (Microsoft
Corp., Redmond, WA), and MatlabR2013a (The Math-
Works Inc., Natick, MA). All measurements in each
experiment were standardized and converted to per-
centage fluorescence using the following equation:

X (%) — M’
(PC - NC)
where X (%) = converted relative fluorescent units to
percentage against the positive control, Xgr;y = fluores-
cence of the well measured in relative fluorescent units,
NC' = negative control (i.e., unspecific fluorescence of
the well), and PC = positive control (i.e., flucrescence
of stained bacteria without washing).

Statistically significant differences between groups
of prehiotics/saccharides in one probictic strain were
evaluated using a one-way ANOVA. The null hypoth-
esis used in ANOVA was that adherence with prehi-
otics/saccharides shows no change (i.e., adherence is
the same as in the control group without any addi-
tives). Groups of prebiotics and saccharides that could
be distinguished from the group without any additive
were found using the Tukey-Kramer method. Results
from all groups were then evaluated using the 3-way
ANOVA with interaction model type. The following
were selected as factors: (1) prebiotic, (2) probiotic,
and (3) substrate.

RESULTS AND DISCUSSION

The results are listed in Tables 1, 2 and Table 3 and
in Figure 1. The results from one-way ANOVA are la-
beled with an asterisk (*) if a significant (P < 0.05)
decrease /increase adherence of bacterial cells occurred
compared with the control grown without prebiotics
or saccharides, Arrows indicate an increase or decrease
in adherence after the addition of the prebiotic or sac-
charide.

The results from 3-way ANOVA showed that no
general correlation existed between the used probiot-
ics, prebiotics, or type of substrate and all variables
behaved independently. The observed interactions of
prebiotics and probiotics were very different even if dif-
ferent strains of the same species were used. In general,
it was observed that the use of prebiotics or saccharides
decreased the ability of probiotic bacteria to adhere.
However, in some combinations, an increase in adher-
ence was observed. Examples of these exceptions are
Lb. rharmnosus CCDM 150, E. durans CCDM 5UDT,
and B. animalis ssp. lactis CCDM 74T, which exhibited
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CCDM 04
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Table 8. The values of adherence on polystyrene surface coated with cell cocultures (HT29-MXT:Caco2)*

Orafti GR 2,85 £ 0.384)
Orafti P95 2.80 £ 1.16%]

Prebiotic
Orafti
Synergy
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increases in adherence abilities after the addition of the
prebiotic P95 or Vivinal. As has been shown in experi-
ments with simple saccharides, this increase does not
seem to be caused by the presence of residual simple
saccharides usually present in some prebiotics because
in hoth samples adherence was lower with the addition
of lactose, glucose, or galactose, Various results from dif-
ferent combinations of probiotics and prebiotics suggest
that different mechanisms of adherence in the strains
used play a role. These mechanisms are described only
in general terms and so far, no indication exists as to
why 2 types of prebiotics can have a different effect on
the adherence of 1 strain.

Prebiotics used in experiments are prepared by en-
zymatic reactions and the products, therefore, contain
not 1 pure polymer but often several chemicals that
vary in the length of polymer and in the chemical band
between each monomer. For cleavage of bonds 3 16,
B 1—3, or B 1—4 in prebiotics, a series of enzymes
is needed (Tzortzis, 2009). This could be one of the
reasons why we observed a decrease in adherence, The
energy supply of the cell could be preferentially used
for the production of these enzymes and the production
of adhesins could be reduced.

The prebiotic Vivinal GOS is a galactooligosaccha-
ride that is synthesized with the use of enzymes from
Bacillus circulans. The main products of this synthesis
are polymers with a 3 1—4 bond with 3 monomer units
(40% of DM). Polymers with more than 3 monomers
make up about 20% of the DM. However, the remaining
DM also contains a high amount of residual mono- and
disaccharides (40% of DM; Coulier et al., 2009). There-
fore, it was necessary to perform additional experiments
that monitored the effect of simple saccharides on ad-
herence. When Vivinal and lactose were compared, we
observed a very similar effect on change in adherence.
The effect of lactose on adherence was different from
Vivinal only in 3 strains (Lb. rhamnosus CCDM 280,
B. lactis CCDM 94, and Le. lactis ssp. lactis CCDM
617T). It is, therefore, obvious that lactose is one of the
main factors of Vivinal that influences adherence. The
other simple saccharides (glucose and galactose) found
in Vivinal do not have a significant effect on adherence.

The remaining prebiotics used in this study are clas-
sified as inulin type. Orafti GR is raw inulin isolated
from chicory and contains long polymers that consist of
up to 60 monomers. Orafti P95 is already partially en-
zymatically hydrolyzed inulin with a maximum degree
of polymerization of around 20 monomers. The effect
of these 3 prebiotics on adherence was generally nega-
tive and, as mentioned above, only 3 strains showed
increases in adherence after Orafti P95 or Vivinal was
added. It is, therefare, possible that hydrolyzed inulin
is hetter at promoting adherence because raw prehi-

2.36 £ 0.57 7.88 £ 0.83

+ 094

2.

8.18 = 1.15

128 £0.05% 411 1.25%) 222 £033%) 402+ 0.76*T 545 1.34%
337 £0.61% 895 +037 1 1266 +1.371 1.10 + 0.53% 3.65 £ 0.62*

400 £0.99%) 918+ 054 T 1783 +1.32%" 1.83 +0.32% 3.00 &+ 0.82*L

12,54 £2.18*" 1.18 £0.13* 858+ 2341 100 £o.r3*l 548+ o087t 92340804
1158 £ 0.32

3.75 £ 0.49%)

427+ 1770
7.22 & 2.66

262+ 12¢%) 6121790 3165 £3.71* 2.70 £ 081% 1508 £ 1.41 L 3.55 £ 069%)

239+ 042%) 726144 2061 £260* 1.18 £ 04T 1294+ 099 | 3.84 £ 0.54%
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13.80 £ 0.77%) 9.86 £ 0.55*
20.35 % 1.35

7.92 £ 0.92%)
6.18 = 1.27

'Increase (1) or decrease () in adherence is illustrated by arrows. All bacterial strains used were cbtained from the Culture Collection of Dairy Microorganisms (Tébor, Czech
Republic). The prebiotics Orafti GR, Orafti P95, and Orafti Synergy were purchased from Beneo GmbH (Mannheim, Germany); Vivinal was purchased from Friesland Foods Domo

(Amersfoort, the Netherlands). Lactose, glucose, and galactose were purchased from Sigma Deutschland GmbH (Rodermark, Germany).

*P < 0.05 [statistically different from the none group (without prebiotic or saccharides) by one-way ANOVA|

Vivinal
Lactoss
Glucosa
Galactose
None
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Prebiotics

sour cream culture CCDM 17

W= Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 731
=W Enterococcus durans CCDM 922A

< Lactobacillus acidophilus CCDM 151
=W Lactobacillus rhamnosus CCDM 289
Lactobacillus rhamnosus CCDM 598"
WM Lactobacillus acidophilus CCDM 79"
Lactococcus lactis ssp. lactis CCDM 6177
=M Enterococeus durans CCDM 5007
Bifidobacterium animalis ssp. lactis CCDM 74"
WM Lactobacillus rhamnosus CCDM 150
Wzl Bifidobacterium lactis CCDM 94
Enterococcus faecium CCDM 945

Cell cultures

Prebiotic/Saccharides

Polystyrene

Adherence (%)

Figure 1. Visualization of adhsrence of different probiotics on different substrates after addition of prebiotics. The valuss of adherence and
8D can be ssen in Tables 1 to 3. The prebiotics Orafti GR, Crafti P95, and Orafti Synergy wers purchased from Benso GmbH (Mannheim,
Germany); Vivinal was purchased from Friesland Foods Domo (Amersfoort, the Netherlands). Color version available in the online PDF.

otic Orafti GR had the worst effect. on adherence of all
monitored probiotics. This supports the aforementioned
notion that cells may need to redirect their energy to-
ward metaholic processes at the expense of adherence.
Because the conditions of the gastrointestinal tract are
hard to mimic, these in vitro results should be con-
firmed in in vivo studies to demonstrate the observed
effect of prebiotics on the adherence of probiotics.
After addition of prebiotics to the model microorgan-
ism Lb. vhomnoesus CCDM 150, the {potential was in-
creased by approximately 10 mV (see Table 4). Changes
in intensity of a negative charge are probably one of the
main factors influencing the ability to adhere. In this
particular strain we observed a strong increase in ad-
herence with prebiotic Orafti P95, suggesting that the
mechanism of action of this prebiotic involves a change
in the charge of the bacteria. Although we observed
a statistically significant increase in (-potential after

Joumal of Dairy Science Vol 97 Mo, 4, 2014
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addition of prebiotics, this increase was smallest with
the prebiotic Orafti P95, where we ohserved the largest
enhancement of adherence ahility. Thus, although the
charge of bacteria plays a very important role in adher-
ence, it appears that in these probiotic/prebiotic com-
hinations additional factors exert a greater influence.
However, this measurement was only tentative and the
exact mechanism of inhibition adherence should he the
subject of future research.

The effect of prebiotics is usually evaluated only on
the basis of specific fermentation by probiotic strains
and by enhancement of beneficial properties of the
studied probiotic strains {Gibsen et al., 2004). The
results reported here do not support the idea that
certain prebiotics are generally suitable for use with a
particular genus (for example, Bifidoboctersum) or even
for particular species. In fact, the effects on adherence
seem to he strongly strain specific. All combinations of
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Table 4. (-Potential changes of Lactobacilius rhamnosus CCDM 150
after addition of prebiotic!

Prebiotic {-Potential [—mV|
None —31.37 £+ 2.51
Orafti GR. —17.37 £ 0.86
Orafti Synergy —17.93 £ 0.78
Orafti P95 —22.07 + 0.48
Vivinal —19.47 £ 0.67

"The bacterial strain used was ohtained from the Culture Collection
of Dairy Microorganisms (Tahor, Czech Republic); Orafti GR,
Orafti P95, and Orafti Synergy were purchased from Beneo GmbH
(Mannheim, Germany); Vivinal was purchased from Friesland Foods
Domo (Amersfoort, the Netherlands).

prebiotics and probiotics should, therefore, be tested
before their use for influence on adherence.

Koh et al. (2013) observed a neutral effect of tagatose
on the adherence of both Lactobacillus case: 01 and Lb.
rhamnosus GG. It should be noted that those authors
used H'T29 cell lines that only remotely resemble intes-
tinal cells. Kavanaugh et al. (2013) observed a positive
effect. of human milk oligosaccharides on the adhesion
of Bifidobacterium longum ssp. infaniis. However, Oral-
ti P95 had a neutral effect on adherence in the same
study and those authors also observed that this effect
on adherence was strongly strain specific. In other stud-
ies, a negative effect of prebiotics on the adherence of
certain pathogenic strains has been observed. For ex-
ample, Sarabia-Sainz et al. (2013) described inhibition
of the adherence of enterotoxigenic Escherichia coli by
conjugates of glycans and galactocligosaccharides.

Even though research into the effects of prebiot-
ics on adherence is still in its infancy, several studies
have already been done that have reported partially
negative effects of commercially available prebiotics on
adherence and strain-specific effects of prebiotics on
adherence abilities (for example, in certain pathogenic
strains; Quintero et al., 2011; Kavanaugh et al., 2013;
Sarabia-Sainz et al., 2013).

CONCLUSIONS

We found, under the conditions of this study, that the
effects of prebiotics on the adherence of probiotics are,
in general, negative and that they can inhibit adherence
to both biological and abiotic substrates. Moreover, we
observed that the influence of prebiotics on probiotic
adherence is strongly strain specific and each combina-
tion should be tested individually before use.
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