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ABSTRAKT

Cilem diplomové prace je charakterizace adsorbcnich vlastnosti probiotickych bakterii.
Charakterizace byla provedena pomoci navrzené a zoptimalizované spektrofotometrické
metody stanoveni adheze probiotickych bakterii k mucinu, jakozto hlavni viskoelastické
slozce hlenu, kterd byla nedilnou souc¢asti experimentalni ¢asti prace. Za tcelem detailnéjsiho
popisu adheznich interakci, podilejicich se na adhezi probiotickych bakterii k mucinu, byla
stanovena pomoci prutokové cytometrie viabilita vybranych probiotickych bakterialnich
kment: Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus plantarum CCM 7039,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus acidophilus CCM
4833, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium breve CCM 7825, Bacillus coagulans
CCM 2658 a potencionalniho probiotického kmene Lactobacillus zeae CCM 70609.
U zminénych bakterii byl také stanoven hydrofobni efekt pomoci BATH (bakteridlni adheze
k uhlovodikiim) experimentu. Posledni navrzenou a zoptimalizovanou technikou byl
dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla charakterizujici povrchové vlastnosti jako (-
potencial, pramérna distribuce velikosti a izoelektricky bod. Z této metody byly ziskany
informace o agregaci bakterialnich bunék a o elektrostatickych interakcich. Kombinaci téchto
metod byla charakterizovana adheze, jako velmi specificky, senzitivni a kliovy parametr
uspésného probiotického mikroorganismu, ktery je ovliviiovan rozlicnymi vlivy.

KLICOVA SLOVA

Adsorpce, fyzikalni a chemické interakce, probiotické bakterie, mucin, spektrofotometrie,
BATH, prutokova cytometrie, dynamicky a elektroforeticky rozptyl svétla, izoelektricky bod



ABSTRACT

The aim of the diploma thesis is to characterize the adsorption properties of probiotic bacteria.
Characterization was performed using of designed and optimized spectrophotometric method
of determination of adhesion of probiotic bacteria to mucin as the main viscoelastic
component of mucus. In order to provide a more detailed description of the adhesion
interactions involved in the adhesion of probiotic bacteria to mucin, the viability of selected
probiotic bacterial strains Lactobacillus rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus plantarum
CCM 7039, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus
acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium breve CCM 7825,
Bacillus coagulans CCM 2658 and a potential probiotic strain of Lactobacillus zeae CCM
7069. Moreover, bacterial adhesion to carbohydrates was also determined for all the bacteria
tested. The last proposed and optimized technique was dynamic and electrophoretic light
scattering characterizing surface properties such as {-potential, average size distribution and
isoelectric point. From this method, information was obtained on aggregation of bacterial
cells and on electrostatic interactions. The combination of these methods was used as
a complex tool to characterize adhesion of the tested bacterial cultures as a very specific,
sensitive and key parameter of a successful probiotic microorganism that is influence by the
multiple effects.

KEY WORDS

Adsorption, physical and chemical interactions, probiotic bacteria, mucin, spectrophotometry,
BATH, flow cytometry, dynamic and electrophoretic light scattering, isoelectric point
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1 UVOD

Gastrointestinalni trakt (GIT) jedince pied porodem je naprosto sterilni, teprve pii samotném
porodu se kontaktem s matcinym télem mikrobidlné osidluje (z vaginy, z konecniku,
kojenim). Pokud porod neprob&hne pfirozenym zpisobem, tak mikroflora ditéte vykazuje
odli$né sloZzeni bakterii, protoze dité nepfichazi do kontaktu s matkou, nybrz s okolnim
prostiedim. Novorozenctim narozenym timto zptisobem pak po zbytek zivota obvykle chybi
ur¢ity druh bakterie. B€hem zivota jedince se slozeni mikroflory nadale individualné méni,
jak pFiznivé, tak nepfiznivé, a u dospélého zdravého jedince mikroflora obsahuje v fadu 103
az 10 bundk mikroorganismii s rozsahem stovek az tisicti druhti. Na zakladé p¥ibyvajicich
ve skutecny symbioticky vztah. Nicméné existuji rizikové faktory rizného druhu vedouci
ke zdravotnim obtizim, nemocim nebo K naruSeni imunitniho systému. Na ochranu lidského
zdravi se proto po mnoho staleti vyuzivaji prospéSné mikroorganismy vyskytujici
se ve fermentovanych a konzervovanych potravinich s tucelem zlepSit rovnovahu
mezi mikroorganismy piedevsim v GIT. V novodobém svété byla zjisténa existence téchto
mikroorganismi nejenom v potravinach, nybrz i v lidském a zvifecim organismu, a tyto
prospeSné mikroorganismy vykazujici ptfiznivé ucinky na lidské zdravi (v rdmci prevence
I v 1é€bé onemocnéni) byly definovany jako probiotika.

Probioticky vyzkum ma za cil charakterizovat druhové slozeni a koncentraci rtiznych
bakterii v jednotlivych ¢astech GIT, a to pfedevs§im u zdravé stievni mikroflory jedince.
Dalsim cilem je porozumét interakcim mezi mikrobem a sliznici stiev, mezi jednotlivymi
mikroby v ramci mikrobiologie a porozumét antimikrobialnim a imunitnim mechanismtm,
které ptispivaji k ptiznivym ucinkiim probiotik. Na zaklad¢ téchto studii vznikaji zavéry
umoznujici vyuZivat mikroorganismy jako mikrobiologicky ndastroj pro specificka
onemocnéni. Na zéklad¢ vysledkil z téchto studii se vyrabi komeréné dostupné piipravky
obsahujici specifické mikroorganismy, které poskytuji ptiznivé a zdravotné nezavadné ucinky
V mist& poruchy jako je tomu naptiklad u syndromu drazdivého streva (IBS).

Probiotické bakterie zastupuji jak gram-pozitivni tak gram-negativni bakterie a kvasinky
(napt. Saccharomyces boulardi). Jednim z nejrozsitenéjsich mikrobidlnich rodt vyskytujici se
v dostupnych probiotickych ptipravcich je rod Lactobacillus a Bifidobacterium. Zminéné
bakterie vykazuji nezbytné mechanismy zapticinujici jejich ptiznivy ucinek a mezi klicovy
aprvni krok se povazuje adheze Kk intestinalnimu epitelu nasledovana kolonizaci tkané.
Epitelova tkan Zzivocichti vcetné Clovéka je pokryta hydrogelem — hlenem — obsahujici
glykoproteiny, lipidy, soli, DNA, enzymy a bunéény odpad. Hlavni slozku této hydrogelové
komponenty piedstavuji muciny zahrnujici 50-90 % O-vazanych glykant (vztazeno
na hmotnost molekul mucinu). Muciny jsou bud’ sekretované nebo membranové, nicméné oba
tyto druhy poskytuji ochranu epitelu proti extraceludrnimu prostredi a predstavuji hlavni
komponentu pro mikrobidlni adhezi. Nicméné adheze probiotickych mikroorganismi, at’ jiz
z fyzikalniho, ¢i biologického pfistupu, je velmi kmenové specifickd a navic zavisi na mnoha
faktorech, jako je pH, iontova sila, bakteridlni pohyblivost, viabilita, stav riistu a rlstové
faktory atd.



Predikce mechanismt pfiznivych ucinkti vcetné¢ adheze na intestindlni mucin nejsou
prozatim zcela jasn¢ definované, proto se tato diplomova prace piedevS§im v experimentalni
Casti  zabyva charakterizaci adsorpce a  adsorbénich interakci  probiotickych
vybéru probiotickych kment, ale také by mohly oteviit cestu k vyzkumu novych
probiotickych vlastnosti ptiznive ovliviwjicich lidské zdravi, coz je dulezité pro nasi populaci,
nebot’ zdravi mame v zivot¢€ jen jedno.
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2 TEORETICKA CAST
2.1 Adsorpce

Adsorpci je oznaCovan jev, kdy jsou molekuly a atomy vazany na fazovém rozhrani
pusobenim mezimolekulovych interakci. Obvykle se za adsorpci povazuje pozitivni adsorpce,
pii niz se jedna o samovolné zvySovani koncentrace latky v oblasti rozhrani a tedy snizovani
koncentrace latky v oblasti objemové faze. Dusledkem je nasledné snizeni mezifazové, nebo-
li povrchové energie. Terminem negativni adsorpce se naopak oznacuje snizovani
koncentrace latky na rozhrani a obvykle se vyuziva oznaceni desorpce. Adsorpci dale
rozliSujeme na zaklad¢ typu fazového rozhrani na adsorpci na pohyblivych rozhranich, kdy
mezifazi je kapalina-plyn, pfipadné¢ dvé vzajemné nemisitelné kapaliny, a na adsorpci
na tuhém fazovém rozhrani tvoienou fazi kapalina-pevna latka, nebo plyn-pevna latka.
Adsorpce na tuhém fazovém rozhrani se vyuziva jako nejéastéjsi priklad adsorpce [1, 2, 3].

Latka, ktera se adsorbuje z kapalné ¢i plynné faze se nazyva adsorbat a tuha faze, na které
dochazi k adsorpci, se oznaCuje terminem adsorbent. Terminem adsorptiva se oznacuji
veskeré latky schopné adsorpce na jakykoliv druh sorbentu (viz obr.1). V ramci studia
biochemickych interakei v pfitomnosti zivych systéml byva adsorpce Casto nahrazovana
pojmem adheze, pii které dochazi k pfilnavosti pisobenim pfitazlivych sil mezi atomy
nebo molekulami na tuhou latku a dalo by se zjednodusené fici, ze se jedna o jakysi prvotni
krok adsorpce [1, 3].

Adsorpce Desorpce
ADSORPTIV
ADSORBAT
ADSORBENT

Obr. 1: Definice terminu adsorpce [4].

2.1.1 Charakterizace adsorpce

Adsorbované mnozstvi a ovliviiuje teplota, parcialni tlak sorbujici se slozky a vlastnosti
adsorbentu. Obvykle byva vyjadfovano v molech, av§ak v nékterych piipadech se setkavame
I S vyjadfenim této proménné v jednotkach hmotnosti ¢i objemu naadsorbované substance.
Jelikoz je obtizné stanovit povrch sorbentu, musi Se tato veli¢ina vzdy piepocitavat
na hmotnost pouzitého sorbentu [2]. Adsorpce je obecné ucinnéjsi pii nizSich teplotach,
jelikoz dochazi k exotermni reakci, tedy k pfeméné kinetické energie castic zachycujicich
se na povrchu na teplo. Navic teplo vznika i v pribéhu ubyvani volnych vazebnych mist
na povrchu sorbentu [3].
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Mezi adsorb¢nim filmem a druhou fazi (plynnou/kapalnou) se ustanovuje tzv. adsorbéni
rovnovaha, pii které¢ je bud’ rovnovazné mnozstvi naadsorbované latky (relativni adsorpce)
umérné tlaku plynu pfi konstantni teploté nebo je rovnovazné mnozstvi naadsorbované latky
umérné koncentraci pii konstantni teploté v piipadé, ze se jedna o adsorpci latky z roztoku.
Tato zavislost je oznaCovana jako adsorbéni izoterma, ktera je pro charakterizaci adsorpce
nejcastéji pouzivand. V ramci charakterizace adsorbovaného mnozstvi se také experimentalné
stanovuji izobary vyjadiujici zavislost adsorbovaného mnozstvi na teploté za konstantniho
tlaku nebo se stanovuji izostery vyjadiujici teplotni zavislost rovnovazného tlaku plynu

adsorbujiciho se na pevném sorbentu pifi konstantnim adsorbovaném mnozstvi (viz obr. 2)
[1, 2, 3].

adsorpcni izotermy adsorpcni izobary adsorpcni izobary
h<Dh<T; qa Pr<P:<P; B

—»D

[:)] /’3 /7; _’17 /]

Obr. 2: Grafické znazornéni adsorpce [2].

Pro charakterizaci adsorbovaného mnozstvi v zavislosti na teploté za konstantniho tlaku
pro fazové rozhrani plyn-pevna latka a kapalina-pevna latka se vyuziva Freundlichova,
Langmuirova a BET (Brunauer, Emmet a Teller) izoterma, kdy hodnoty jejich konstant je
nutné individualn¢ experimentalné stanovovat [1, 2]. Dale byla odvozena zakladni Gibbsova
adsorb¢ni izoterma, ktera je obecné platna pro vSechna fazova rozhrani:

c dy
~ RT dc’ @)
kde c je koncentrace v objemu, R je univerzalni plynova konstanta, T je teplota a I” je relativni
adsorpce [2].

Pro pozitivni adsorpci dale plati empirickd Szyszkowského rovnice popisujici zavislost
povrchového napéti vodnych roztokii organickych latek na koncentraci:

7 =7, —a-log(1+hbc), )
kde c je koncentrace v objemu, yo je povrchové napéti ¢istého rozpoustédla, y je povrchové
napéti roztoku a a, b, jsou konstanty [2].

Kombinaci téchto dvou rovnic dostavame koneény tvar Gibbsovy rovnice [2]:

ro_ & bc
" 2.303RT 1+bc’ )
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2.1.1.1 Fyzikalni adsorpce (fyzisorpce)

Fyzisorpce je zapfiCinéna fyzikdlnimi nekovalentnimi interakcemi mezi adsorbatem
a adsorbentem. Zde se vyskytuji sily, které jsou relativné slabé a vratné z duvodu nizké
aktivacni energie. Mezi tyto interakce se nejcastéji zatazuji vodikové mustky, elektrostatické

interakce, van der Waalsovy interakce a hydrofobni efekt [1, 5].

Vodikové vazby vznikaji mezi dvéma elektronegativnimi atomy, kdy jeden z partnert je
donorem vodiku a druhy akceptorem s volnym elektronovym parem. Pfi této interakci hraji
dilezitou roli elektrostatické interakce umoznujici vznik tzv. vodikového mustku [5, 6].

Elektrostatické interakce zahrnuji veskeré interakce, které se fidi Coulombovym zakonem.
Tedy jejich energie zavisi na velikosti naboji a permitivité prostfedi. Jedna se o pfitazlivé
nebo odpudivé interakce naboji nebo permanentnich dipolt a predstavuji interakce stiedniho
az dalekého dosahu, jejichz sila klesa s druhou mocninou jejich vzdalenosti. Tyto interakce
jsou obecné povazovany za nejsilngjsi nekovalentni interakce [5, 6].

Van der Waalsovy interakce (vdW) jsou oznafovany za slabé interakce, avSak dalekého
dosahu. Nicméné jejich podstata taktéz zavisi na elektrickém piitahovani a odpuzovani,
nicméné ne v ramci celistvych naboji jak je tomu u coulombickych sil. Zjednodusené lze tyto
nekovalentni interakce definovat jako vSechny interakce, které nejsou zahrnuty v ramci
elektrostatickych a vodikovych interakci, a taktéZ nejsou zahrnuty do hydrofobniho efektu

[5].

Hydrofobni efekt umoznuje nepolarnim molekuldm se shlukovat ve vodném roztoku
pomoci dvou piispévku. Z entalpického hlediska se jedna o vdW interakce mezi nepolarnimi
molekulami, avSak prevladajici je efekt entropicky, ktery je fizeny. Celkova entropie
pii hydrofobnim efektu vzrusta, protoze v oblasti hydrofobnich skupin se musi molekuly vody
oddélit od nepolarnich molekul zpét do chaotického vodného prostiedi. Tento efekt vykazuje
stfedné silné sily dalekého dosahu [5].

Jelikoz se jedna o Sirokou skupinu interakci, tak jsou piitomny u vSech druht castic.
Z tohoto ditvodu neni fyzikalni adsorpce specificka a jeji pole plisobnosti je na celém povrchu
adsorbentu. DalSim charakteristickym jevem fyzikalni adsorpce je jeji vysoka rychlost
(v ramci n€kolika sekund) a moznost tvofeni vicevrstvé adsorpce a to tak, ze Se na jiz
vytvofeném adsorbénim filmu vytvoii dalsi vrstva pomoci fyzikalnich sil [1, 2]. Ve fazovém
rozhrani kapalina-pevna latka napt. dochazi k tzv. molekularni adsorpci, vznikajici
na principu pravé fyzisorpce. Principialné se jedna o zachycovani celych molekul pfipadné
0 zachycovani obou druhi iont v elektrolytu ve stejném rozsahu. Méfeni zminéné adsorpce
probiha pii ustanoveni adsorbéni rovnovahy, kdy se detekuje zména v koncentraci latky
v roztoku [2].

2.1.1.2 Chemickda adsorpce (chemisorpce)

Chemisorpce se odliSuje od fyzisorpce piedevsim tim, ze molekuly jsou k povrchu sorbentu
vazany chemickou vazbou, zpravidla kovalentni. Tato adsorpce je specificka a to v zavislosti
na urcitém misté tzv. aktivnim centru na povrchu adsorbentu, které umozinuje vytvoreni
chemické vazby. Jedna se 0 sily kratkého dosahu a jsou daleko silngjsi, nez nekovalentni
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vazby. Interakce mezi sorbentem a sorbatem je pomalejsi, nez v piipad¢ fyzisorpce a neni
mozné tvofit pomoci kovalentnich sil vicevrstvé filmy, avSak na vzniklou monovrstvu mohou
byt dalsi vrstvy tvofeny fyzikalnimi silami [1, 2].

2.2 Fyzikalni popis mikrobialni adheze

Objasnéni ptilnavosti mikroorganismd, nejcastéji bakterii, K riznym rozhranim (abiotickym
¢i biotickym povrchiim) je v soucasnosti piredmétem rozsahlych vyzkumi. Tento fyzikalni jev
upoutani jedné planktonické buiky k urCitému substratu nasledné¢ vede ke koloniza¢nim
a agrega¢nim procesum, a K finalni tvorbé slozité povrchové komunity tzv. biofilmu (vice
o biofilmu v kapitole 2.7) [7,8]. Predpoklada se, ze prvni faze adheze je podnicena
fyzikalnimi vratnymi interakcemi snizujici mezifazovou energii a/nebo je zpusobena
chemickymi interakcemi mezi planktonickou buiikou a substratem. Sekundéarni fazi se
oznacuje biologicky popis adheze zpusobujici trvalé a nevratné piipoutani k povrchu
specifickymi interakcemi vyzadujici inkubaci ¢asto i na né€kolik hodin (viz 2.3.1.3).
Fyzikalné-chemické charakteristika primarni faze je odliSna pro biotické a abiotické povrchy,
avSak vzdy pro uspéSnou adhezi plati, Ze planktonické bakteriec se musi dostat
do dostate¢ného kontaktu se substratem, at’ jiz nahodné nebo vlastnim pohybem. Jakmile se
bakterie dostanou do kontaktu, tak se za¢nou projevovat rizné kombinace fyzikalnich sil
zahrnujici sterické interakce, vdW interakce, hydrofobni efekt a elektrostatické interakce
adojde 1 na zapojeni chemickych interakci. Pfedpokladd se, ze elektrostatické interakce
vykazuji prevazné odpudivé sily, protoze bakterie a vétSina substratii (v zavislosti na rtiznych
podminkach) nabyvaji zaporného naboje [7, 8, 9].

Adheze na epitel je mozné zméfit jako pocet pfipojenych bunék po vice ¢i méné
definovaném promyvacim kroku, kde se odstrani nenavazané buiky a experimentalni hodnoty
jsou nasledné Casové zavislé. Pivodné byly dominantni statistické experimentalni systémy,
avsak v soucasnosti se ¢im dal vice pouzivaji tokové systémy, kdy je mozné pomoci on-line
mikroskopické detekce zachycovat rychlost adsorpce a desorpce. AvSak ani tyto experimenty
nejsou pro popis mikrobialni adheze dostacujici, protoZe se nejCastéji zkouma systém
V jednom case a pouze jeden bakteridlni kmen. V realném zivém systému je povrch epitelu
osidlovan celou fadou riznych bakterii, které spolu vzdjemné komunikuji. Jeden druh bunky
pravdépodobné ovliviluje pfitomnost dalSich bun€k na povrchu a tento stav se nazyva ko-
adheze. Tudiz pokud nemaji bakterie k sobé svého obvyklého ,spole¢nika®, nebo neni
Vv dostatecné blizkosti, tak v provadénych experimentech nemusi byt adheze urcité bakterie
K povrchu viilbec méfitelnd, pfipadné je adheze na povrchu mensi, nez by byla v realném
systému [8].

Primarni fazi lze charakterizovat dvéma zakladni ptistupy — termodynamickym piistupem
a DLVO teorii. Termodynamicky pfistup vyuziva k ziskani interakéni energie méfeni
kontaktnich uhli mezi fdzovymi rozhranimi, z nichz lze dalsim pfepoctem ziskat mezifazové
energie pro studované povrchy. Timto zplisobem lze urcit, zda je primarni mikrobialni adheze
vyhodna ¢i ne. Nevyhodou tohoto postupu je, Ze piivodné tato teorie vznikla na charakterizaci

povrchovych vlastnosti pevnych latek makroskopického méfitka, a pojednavame-li
0 mikroskopickych tutvarech, neni mozné zohlednit Sirokou variabilitu mikroskopickych
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bunc¢k. Navic tato teorie nezahrnuje ptispévek elektrostatickych sil mezi jednotlivymi
bunikami a buiikou a adsorbentem [7].

221 DLVO teorie

V roce 1940 byla vypracovana teorie stability koloidnich disperzi ruskymi autory Dérjaginem
a Landauem a holandskymi koloidnimi chemiky Verweym a Overbeekem. Kazda castice
disponuje elektrickym nabojem na svém povrchu. Jak je vidét na obr. 3, tak okolo napf.
zaporné nabitého povrchu se hromadi kladné nabité ionty z roztoku, a vznika nepohybliva
pevné vazana Sternova vrstva. K ni ptiléha difuzni vrstva s mobilnimi ionty, které jiz nejsou
tak pevné ptipojeny. Mez skluzu je pomyslna hranice, kde se ionty uvnité diftzni vrstvy
pohybuji s Castici a ionty za hranici se pohybuji nezdvisle na Castici. Na této hranici vznika
elektrokineticky potencial tzv. zeta-potencial ({-potencial) urcujici potencial mezi prostiedim
kapaliny a povrchem castice (v difuzni vrstveé) a poskytuje informaci o potencionalni stabilité
koloidniho systému [10]. Navic znaménko (-potencialu je opacné oproti vrstvé iontl
vyskytujicich se v elektrické¢ dvojvrstveé, ¢imz nam dava presny udaj o povrchovém naboji
Castice [2]. DLVO teorie se tedy zabyva bilanci mezi odpudivymi silami vznikajicimi mezi
sousednimi elektricky nabitymi ¢asticemi, respektive mezi naboji jejich elektrickych
dvojvrstev a pfitazlivymi mezimolekulovymi van der Waalsovymi interakcemi [7, 8, 11].
Celkova energie adheze (AaghG™) mezi povrchy dani vzdilenostmi povrchéi mikrobialnich
bunék (d) ve vodném prostiedi je tedy vyjadiena sumou sil elektrické dvojvrstvy (obvykle
odpudivé) a ptitazlivych van der Waalsovych sil:

AunGorvo (d) =AG™ (d)+AG™ (d), 4)
kde AGE!je piispévek elektrostatické interakéni energie a AGHW je piispévek Londonovy-van
der Waalsovy interakéni energie [7].

w—a!  Elektrickd dvojvrstva

Rovina skluzu
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O' Castice se zapomym
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Stemova vrstva Diftizni vrstva

-100
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Stemiv potencial
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Vzdalenost od povrchu &astce

Obr. 3: Struktura elektrické dvojvrstvy [12].
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Dusledkem této teorie je, ze po styku dvou cdastic nesouci stejné nabité ionty
v piekryvajicich elektrickych dvojvrstvach, budou pievladat odpudivé sily a ¢astice nebudou
koagulovat. Elektricka dvojvrstva je ovliviiovana hodnotou pH a iontovou silou roztoku
elektrolytu a bylo prokazano, zZe pii vyssich koncentracich elektrolytu v rozmezi od 0 do 0,1—
0,2 M, klesa tloustka elektrické dvojvrstvy, ¢imz se usnadnuje integrace mezi povrchy
a obvykle dochazi ke zvySeni adheze bakterii [7, 8, 10]. Podle studie Sharp a kol. (2005)
dochazelo pfii tloust’ce difuzni vrstvy (Debyova délka) 20-30 nm mezi buikami Candida
albicans a sklenénym povrchem v roztoku elektrolytu o koncentraci 0,1-100 mM
Kk uspokojivym experimentalnim vysledkiim adheze na povrch s porovnanim s DLVO teorii
[13]. Hranice koagulace je zavisla na povaze systému a vymezuje ji {-potencial od + 25 mV
do =30 mV. Tento potencidl je ovlivnény predevsim pH pfidaného elektrolytu. V moment¢,
kdy napt. castice dosahuji zaporného (-potencialu a bude se do systému pridavat alkalicky
roztok, tak se jejich zaporny naboj bude zvétsovat. V opacném ptipad¢, kdy se do systému
kontinudlné dodavat kysely elektrolyt, tak se bude jejich zdporny naboj snizovat, az dosahne
uplné neutralizace. S dalS$imi ptridavky kyseliny bude (-potencial nabyvat kladnych hodnot.
V bodé¢, kdy pH roztoku je takové, ze zapficinuje (-potencial rovny nule (tedy nulovy celkovy
naboj) se nazyva izoelektricky bod. Tento bod je pro charakterizaci systému klicovy, jelikoz
Vv zévislosti na hodnoté izoelektrického bodu budou c¢éstice v roztocich o rizném pH
vykazovat rizného povrchového naboje [10, 11].

Tuto teorii Ize pouzit jako druhy pfistup pro vysvétleni adheze mikrobidlnich bunék
s vyuzitim informaci o elektrostatickych interakcich ptisobicich mezi povrchem a bakteriemi,
protoze mikrobialni buniky obsahuji mnoho ionogennich skupin nesoucich za fyziologickych
podminek zéporny celkovy néaboj. AvSak elektrostatické interakce nejsou jedinymi
prokazanymi interakcemi vyskytujici se pii mikrobialni adhezi, a proto byla tato teorie
nasledné rozsitena [7, 8].

2.2.2 Rozsifena XDLVO teorie

Oba vySe zminéné piistupy jsou piinosné, avSak vychazi z predpokladu, ze se interakce
vyskytuji mezi hladkymi, rigidnimi a v rdmci povrchovych vlastnosti homogennimi ¢asticemi,
coz v ramci redlnych zivych bunck neplati. Navic byly do stale vyvijejici se problematiky
zatazeny dalsi interakce popisujici mikrobidlni adhezi. Klasickd DLVO teorie byla rozsifena
0 Lewisovy acidobazické interakce zahrnujici hydrofilni/hydrofobni efekt a osmotické
interakce kratkého dosahu, ale v pfipadé mikrobialnich bunék se osmotické interakce
zanedbavaji. Celkova interakéni energie adheze (AaghG™) je v zavislosti na vzdalenosti mezi
dvéma povrchy vyjadiena [7, 8, 11]:

A Grorvo () =AG™ (d)+AG™ (d ) +AG™® (d), (5)
kde AG”® je piispévek hydrofobniho efektu.
Hydrofobicita povrchu bunék je déna pfitomnosti brv, fimbrii, pild, proteint
a povrchovych sacharidi. V zavislosti na po¢tu hydrofobnich domén na povrchu mohou byt

hydrofobni interakce az 100x silngj$i nez van der Waalsovy sily nebo elektrostatické
odpuzovani, z tohoto diivodu nelze tyto interakce zanedbat [9, 14].

16



2.3 Probiotické bakterie

Termin probiotika pochazi castené z latiny (pro) a c¢asteéné z ftectiny (bios)
a Vv plnohodnotném slova smyslu znamena ,,pro zivot” [15]. V roce 1989 definoval Fuller
termin probiotikum, jako ,,zivy mikrobidlni pfisun krmiva pfiznivé ovliviiujici hostitelské
zvite tim, ze zlepSuje jeho stfevni rovnovahu”. Nasledné definice proSla mnoha obménami
avroce 2001 nabyla své soucasné podoby formulované FAO/WHO jako ,,zivé nepatogenni
mikroorganismy, které pii podavani v pfiméfeném mnozstvi poskytuji hostiteli zdravotni
vyhody” [15, 16, 17].

Pivod mlécnych vyrobkt, jakozto zdravi ptfinosnych potravin, pochazi jiz z pocatku
civilizace. Zaznamy o uzivani téchto potravin jsou uvedeny jak v Bibli, tak v posvatné knize
hinduismu zaznamenavajici napt. pfiznivé G¢inky kefiru, nicméné v té¢ dob& nebyla souvislost
s bakteriemi jesté objevena [18]. Prvni novodoba zminka o uc¢elovém podavani téchto bakterii
pochazi z roku 1899, kdy Henry Tissier izoloval Bacillus bifidus ze stolice kojencu a zjistil,
ze izolované mikroorganismy jsou pievladajici slozkou stfevni mikroflory. Na zaklad¢ tohoto
zjisténi nasledné doporucil podavani bakterii rodu Bifidobacterium détem na prijem.
Od objevu Tissiera zacal nartstat zajem o tyto prospé$né bakterie a rusky védec Ilya Ilyich
Metchnikov v roce 1907 napsal svij slavny text ,,Prodlouzeni zivota”, coz byl prvni védecky
popis potencialu ke zlepseni lidského zdravi prostiednictvim konzumace latek ptiznive
ovliviiyjici gastrointestindlni mikrofloru. Probiotickd terapie nasledné ucinila velky krok
smérem k dneSnimu vyuziti téchto bakterii a v roce 1935 japonsky mikrobiolog Minoru
Shirota uvedl na trh prvni napoj obsahujici bakterie zptuisobujici fermentaci zivin. Tento napoj
byl komeréné prodavan pod nazvem Yakult a prodava se dodnes. Rod Lactobacillus byl
poprvé izolovan az v roce 1990 a konkrétné se jednalo o druh Lactobacillus acidophilus,
nicméné v soucasnosti jsou povazovany za nejvyznamnéjsi probioticky rod viibec. Probiotika
se dnes vyuzivaji k ptipravé fermentovanych mléénych vyrobku, jako je jogurt, syr
nebo lyofilizované kultury a dale se pouzivaji ke konzervaci potravin. Navic jsou studovana
I vramci nemléénych vyrobkt, kvali pfitomnosti alergenti jako je napiiklad laktoza.
Vhodnymi matricemi by mohly byt lusténiny, obiloviny, ale ptedevsim zelenina a ovoce,
které by se v budoucnu mohly vyuZzivat na vyrobu probiotickych ovocnych §tav [17, 18, 19].

Pojem probiotika se ¢asto zaménuje s terminem prebiotika, nicméné tento pojem vyjadiuje
substraty vytvafejici vhodné podminky pro probiotické bakterie umoznujici manipulaci
se stfevni mikroflorou. Bindelsem a kol. (2017) konstruovali definici prebiotik za ucelem
relevantngjsiho pohledu na fyziologii hostitele a na produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (SCFA). Na tomto zaklad¢ prebiotikum definovali jako nestravitelnou slouceninu,
ktera je prostfednictvim mikroorganismti v GIT metabolizovana za uc¢elem zmény ve slozeni
(selektivné stimuluji proliferaci) a/nebo aktivité sttevni mikroflory, a tim pfinasi pfiznivy
fyziologicky ucinek na hostitele [20]. VétSina dosud identifikovanych prebiotik jsou
nestabilni, fermentované sacharidy, zejména kratké a dlouhé fetézce B-fruktani oznacovany
zkratkou FOS (frukto-oligosacharidy). Do této skupiny se zahrnuje jeden z nejznaméjSich
prebiotik — inulin. Dal§imi sacharidovymi slou¢eninami v této skupiné jsou galakto-
oligosacharidy (GOS), laktul6éza, Skroby, pektin, arabinoxylan a mezi nesacharidové
slouceniny se fadi polyfenoly [16, 19, 21].
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Existuje jesté jeden termin uzce souvisejici s probiotiky, a to synbiotika. Jedna se o velky
budouci potencial kombinujici pouzivani prebiotik spolecné¢ s probiotiky synergickym
zpusobem, avSak Nagpal a kol. (2011) zjistili, Zze rust a nasledna Zivotaschopnost
probiotickych mikroorganismti za pfitomnosti prebiotik je znacné specifickd pro urcity
bakterialni kmen [22]. Nicméné Kivit a kol. (2012) jiz prokazali pfiznivé uGcéinky
prebiotickych galakto- a frukto- oligosacharidi v kombinaci s Bifidobacterium breve
vyuzivajici mechanismus lektinu (Galektin-9) za ucelem dosazeni odolnosti pied alergickymi
koznimi piiznaky [23]. Obecné se¢ jedna o alternativni dopliky stravy proti porucham
metabolismu, nebot’ jejich plisobeni mé za nasledek zménu funkce stievni mikroflory. Dal§im
piikladem mohou byt SCFA vznikajici pfi metabolizovani bilkovin a komplexnich sacharidi
mikroorganismy v GIT. Tyto SCFA mohou snizit riziko vyvoje metabolickych poruch tim,
ze podporuji syntézu zlucovych kyseliny z t€Zko odbouratelného cholesterolu, tedy snizuji
koncentraci cholesterolu [16, 19, 21].

2.3.1 Vlastnosti probiotickych bakterii

Probioticky efekt spocCiva zejména v kolonizacni odolnosti. Nicméné, aby probiotikum
vykazovalo své ptiznivé G¢inky na lidské zdravi, tak musi spliiovat daleko vice pozadavk.
Pro pocateéni screening a vybér probiotik jsou nutna kritéria zahrnuta v tab. 1.

Tab. 1: Viastnosti a vyhody probiotickych kmenii [24, 25, 26].

Vlastnosti Vyhody
Odolnost proti enzymtm, kyselin¢ a zlu¢i Pteziji prichod stievnim traktem
Adheze na intestinalni mucus Imunitni modulace, vylouceni patogend,

hojeni poskozené sliznice, kolonizace
sttev, adherace ke kolonocytim

Lidsky piivod Zdravotni G¢inky zavislé na druhu
a nepatogenni vlastnosti

Vyroba antimikrobidlnich substrati Antagonismus proti patogentim,
imunogenicita

Dokumentované uc¢inky na zdravi Klinicky validované ti¢inky na zdravi,
stabilita fenotypu a genotypu vcetné
stability plazmidu

Zdravi Posouzeni a dikaz ,,GRAS” kmene,
nepatogenni
Dobré technologické vlastnosti Stabilita kmene, snadna kultivace, vyroba

ve velkém méfitku

GRAS: vSeobecné povaZovany za bezpecny
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V zavislosti na zivotaschopnosti probiotickych bakterii je odhadovana optimalni davka
pohybujici se mezi 10°~108 CFU (jednotky tvofici kolonie)/g stfevniho obsahu. Neni
ale mozno ptesné definovat optimalni davku jednotlivych ani smésnych kultur, jelikoz preziti
probiotickych bakterii v gastrointestinalnim traktu je kmenov¢ specifické [27].

Obecna definice probiotik je konkretizovana na zivotaschopné bakterie. Spekuluje se vSak,
ze nekteré vlastnosti a mechanismy mohou byt zachovany i u mrtvych bunék. Naptiklad
ucinek viability na mechanismus adheze neni prozatim zcela pochopen a pravdépodobné bude
kmenové specificky [28, 29]. Naptiklad Tuomola a kol. (2000) podrobili nékteré bakterie
zrodu Lactobacillus tepelnému ucinku ve formé autoklavovani. Dalsi vliv, kterému byly
vybrané bakterie vystaveny, bylo oSetfeni pepsinem a trypsinem rozrusujici peptidické vazby.
Takto usmrcené bakteridlni bunky déale neprokazovaly adherenci. AvSak bakterie oSetfené
ethanolem a propanolem i nadale adherovaly. Vysledky naznacuji, Ze bakterialni proteinové
struktury jsou pro adhezi nezbytné, a dale ze studie vyplyva, ze pfilnavost bakterii bude
zavisla na zpusobu usmrceni bun¢k [30].

Pokud by se tyto predikce dostate¢né potvrdily, mélo by to obrovské ekonomické vyhody
piredevsim v dlouhodobé Zivotnosti probiotickych ptipravki, a také v ramci snizeni naklada
na piepravu a skladovani v chladu [28, 29]. Piestoze adheze usmrcenych bakterialnich bunék
u riznych kment pravdépodobné fungovat muize, tak prodlouzena kolonizace GIT je mozna
pouze u zivotaschopnych bun¢k [31].

2.3.1.1 Odolnost vizéi pH stresu

VvV GIT (nizké pH a vysokd koncentrace soli ZluCovych kyselin). Probiotika obsaZend
V potravinach prochéazeji gastrointestinalnim traktem rizné dlouhou dobu a pfi této cest€¢ musi
odolat riznym stresovym podminkdm. Po pozfeni a pfezvykani je prvni bariérou nizka
hodnota pH zaludku, ktera se pohybuje v rozmezi od 1 do 3 a primérna doba expozice je
90 minut. Nasledné¢ ve dvanactniku hodnota pH stoupa na hodnotu 6-6,5. Doba pobytu
Vv tenkém stievé kolisd mezi 2 aZ 5 hodinami. Prichod ptes tlusté stfevo muze trvat az 40
hodin. V tomto misté¢ jsou hodnoty pH blizké neutralnimu (od 5 do 7) a fyziologicka
koncentrace zluovych soli je nizsi. Pro screening predpokladanych probiotickych bakterii se
obvykle simuluji tyto GIT podminky in vitro [19]. V experimentalnich studiich na odolnost
probiotik vii¢i riznému pH bylo prokazano, Ze Zivotaschopnost a stabilita probiotik je ve vyse
uvedeném kyselém prostiedi nedostatecna. Napiiklad je jiz obecné znamo, ze kmeny
bifidobakterii jsou mén¢ tolerantni ke kyselym podminkdm nez lactobacily. Z téchto divoda
byla vyvinuta technologie mikroenkapsulace pro probiotické kmeny za tcelem zvyseni
stability pii téchto nepfiznivych podminkach. Navic mikroenkapsulace napomaha i v oblasti
uchovavani, vyroby a transportu probiotickych kmeni [19, 32].

2.3.1.2 Antimikrobidlni aktivita

Probiotické bakterie, které jsou soucasti lidské mikroflory, si vyvinuly mechanismy
pro preziti v konkurenci s jinymi mikroorganismy, a tudiZ mohou nasledné¢ omezovat invazi
mikrobidlnich patogenii. Kompletni mechanismus tohoto efektu na lidsky organismus neni
zatim presn¢ znam, avSak alespon predikce jsou uvedeny v Kapitole 2.6 [19, 33].
Celosvétovym problémem u déti a kojencli je gastroenteritida, kterou zpiisobuji rtzné

19



patogeny jako napt. rotaviry, Escherichia coli, Campylobacter a Salmonella. Nejedna se
ale o problém pouze déti, ale i dospélych, kdy napiiklad Helicobacter pylori indikuji
zalude¢ni onemocnéni. Vuyst a kol (2009) prokazali pfiznivé ucinky na snizeni hladiny
H. pylori v zaludku puisobenim komeréné znamé Lactobacillus johnsonii v kombinaci se
smési antibiotik a dalSich 1é¢iv. Vlivem odstranéni H. pylori se ovlivnila kyselost v zaludku,
coz nasledné vedlo od hojeni peptidickych viedi az ke snizeni rizika vzniku rakoviny [34].
Ptimy antimikrobialni G¢inek vii¢i konkurenénim patogennim bakteriim a virGm je znam,
avsak ucinek na viry nebyl doposud prokazan na molekularni arovni [35].

Rod Lactobacillus je obecné znamy a velmi ucinny probioticky mikroorganismus
produkujici fadu sloucenin vykazujicich antimikrobidlni Géinek. KliCovou antimikrobialni
slouceninou produkovanou rodem Lactobacillus (a dalsimi rody bakterii mlé¢ného kvaseni) je
kyselina mlé¢na. Kyselina mlééna kromé toho, Ze snizuje pH, ¢imz podporuje rust dalSich
lactobacili a zabranuje adherenci patogenti, tak ve své nedisociované form¢ zapficinuje
permeabilizaci vnéjsi membrany gram-negativnich bakterii. Tim umoziuje piistup dal$ich
antimikrobialnich slouc¢enin do patogenu, a miZe timto zptsobem s ostatnimi slou¢eninami
synergicky pusobit, a zvysit tak antimikrobialni efekt. Dalsi vyhodou kyseliny mlééné jsou
jeji chelata¢ni vlastnosti, kterymi mtze vazat prvky jako je zelezo nezbytné pro rust. DalSimi
antimikrobialnimi latkami jsou naptiklad peroxid vodiku, ktery zabranuje rozmnozovani
patogennich mikroorganismu [36] a bakteriociny. Bakteriociny produkuji jak gram-pozitivni,
tak gram-negativni bakterie a vykazuji strukturu tepelné stabilniho proteinu. Obvykle
muzeme bakteriociny klasifikovat v zavislosti na jejich velikosti na lantibiotika (<5 kDa),
druhou tfidou jsou bakteriociny nepatiici mezi lantibiotika, ale vykazujici tepelnou stabilitu
(<15 kDa), tieti tiida je obecné nazyvana jako tepelné labilni bakteriociny (>30 kDa) a ¢tvrtou
tiidou byvaji oznaovany smési proteini, sacharidi a lipidd [37]. Antimikrobialni G¢inek je
zalozeny na permeaci bunéénych membran patogennich bakterii, diky ¢emuz dochézi k tniku
molekul z jejich bunky. Bakteriociny mohou byt dle riznych zdroji zafazeny
mezi antibiotika, avS§ak toto fazeni neni zcela spravné, protoze antibiotika maji $ir§i spektrum
aktivit a oproti bakteriociniim, které u¢inkuji ptevazné na uzce (kmenové) piibuzné bakterie,
nevykazuji tuto selektivni specifitu [35, 38].

Pro screening vyse zminénych antimikrobialnich charakteristik se pouziva né€kolik in vitro
a in vivo testl, ackoliv chybi standardizovana nebo sjednocend metodologie pro hodnoceni
tohoto probiotického efektu. Nicméné ze studii in vitro vychazi skutecnost, ze inhibi¢ni
schopnost je kmenové specifickd a zavisi na podminkach kultury, a také, Ze za pfiznivym
antimikrobialnim G¢inkem stoji n€kolik molekul a mechanismi [19, 33].

2.3.1.3 Mikrobialni adheze — biologicky popis

Mikrobidlni adhezi se rozumi pfenos bakteridlni buniky z nevazaného stavu v objemove fazi
do vice ¢i méné pevného navazaného stavu na rozhrani [8]. Pro dosazeni maximalniho
probiotického ucinku je vyZzadovana dlouha doba zadrzeni probiotického organismu
na sliznici hostitele. Dale by méla G¢inna probiotika dosahnout relativné kratké generaéni
doby (doba od vzniku bakterialni bunky az k jejimu dalSimu rozdéleni), aby se zabranilo
jejich naslednému odstranéni spole¢né s hlenem a obsahem lumenu. Nasledné je nutna jeho
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multiamplifikace [19]. Jestli adheze bude nebo nebude probihat, zavisi na mnoha faktorech,
jako je pH, iontova sila, bakteridlni pohyblivost, stav ristu a rastové faktory a sloZzeni média
[14]. Nicmén¢ i pres vySe uvedené faktory, je adheze zakladnim piedpokladem stievni
kolonizace, stimulace imunitniho systému a antagonistické aktivity proti enteropatogentim
a jsou ji ptipisovany nékteré zdravotni ucinky [19].

Genomova informace nékterych probiotickych kmend odhalila pfitomnost nckolika
molekul schopnych ireverzibilné piilnout k riznym receptorim hostitele a vyménovat
Si signaly se stfevnim imunitnim systémem, coz naznacuje dobré piizpisobeni probiotik
V hostitelském organismu [19]. Tyto specifické molekuly jsou oznaované jako adheziny.
Existuje mnoho tiid bakteridlnich adhezinl a divodem pro tuto velkou variabilitu mizou byt
funk¢ni pozadavky na adhezin v kombinaci s dostupnymi genetickymi informacemi u daného
bakteridlniho druhu. Dale bylo zjisténo, ze adheziny podléhaji rychlé mikroevoluci vedouci
ke zménam receptorové specifity jednotlivych adhezinid, coz nasledné komplikuje jejich
charakterizaci. Mikrobni adheziny obvykle tvotfi komplexni polymery, ale mohou také tvorit
ne-organelové (nejsou piitomny v bunce) adheziny ve formé monomerd nebo jednoduchych
oligomerd tdhnouci se smérem od jejich povrchu [39]. Nejcastéji se adheziny vyskytuji
ve formé lektind rozpoznavajici oligosacharidové zbytky glykoproteinovych receptort
na hostitelské bunce [40]. Navic musi bakterie vytvafet extracelularni polysacharidy (EPS),
aby mohly na povrchu tvofit mikrobni kolonie a ne se pouze piipojit k povrchu epitelu [8].

Nekteré bakterialni adheziny (AIDA-I) jsou zobrazovany jako jeden nepolymerni
proteinovy kruh na povrchu obsahujici vesSkeré informace pro rozpoznani receptoru
a ukotveni na vnéj§i membranu. Nicméné Castéji se vyskytuji vlaknité struktury na povrchu
buiiky nazyvané fimbrie a pily dosahujici délky okolo 1 nm a v priméru dosahuji 5-10 nm.
Tyto extraceluarni proteiny vykazuji LPTXG motiv na C-terminalnim konci, nasledovany
hydrofobnimi zbytky a kladné nabitymi aminokyselinami. Proteiny obsahujici tento motiv
jsou schopny rozpozndvat bunécné stény, rozrusuji je a nasledné vytvareji kovalentni vazby
na peptidoglykan pomoci enzymu sortazy [39, 40, 41].

Fimbrie jsou velmi tenka vlakna heteropolymeru, proteinu, vyskytujici se v pocetnéj$im
mnozstvi a na bakterialnim povrchu tvofi ,,sit’ chmyfti [39]. Pily pfedstavuji dlouhé vlaknité
struktury, které jsou Vv piipadé gram-negativnich bakterii tvofeny nekovalentni
homopolymeraci hlavnich proteinti pilusovych podjednotek a nasledné vytvareji pilusovy
htidel. U gram-pozitivnich bakterii byly pily objeveny mnohem pozdé&ji a vznikaji kovalentni
polymeraci pilusovych podjednotek, pii kterém vyuzivaji enzym pily specifickou sortazu.
Nékteré pilusové struktury se podileji jak na interakci s hostitelem, tak na tvorbé biofilmu,
nebo na pohyblivosti bun¢k na epitelu atd. [40]. Rozdil mezi fimbrii a pilem je nepatrny
a Casto se tyto dva terminy zaménuji, nicméné termin pily se pouZziva hlavné pro delsi a tvrdsi
struktury, avsak kratsi nez-1i je bi¢ik, zatimco fimbrie jsou povazovany za kratsi a pocetné&;jsi
struktury viz obr. 4 [42].
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Obr. 4: Struktura povrchu prokaryotické bunky [42].

2.4 Klasifikace probiotickych bakterii

Pokud bakterie spliiuji vlastnosti popisované v kapitole 2.3.1 a jejich podkapitolach,
tak mohou byt klasifikovany jako probiotické kultury. V soucasné dobé jsou probiotické
mikroorganismy zastoupeny jak gram-pozitivnimi tak gram-negativnimi bakteriemi
a kvasinkami (napt. Saccharomyces boulardi). Jednim z druhové nejvice rozsifenych
anejvyznamnéjSich bakteridlnich rodt distribuovanych v dostupnych probiotickych
ptipravcich je rod Lactobacillus. Jedna se o gram-pozitivni bakterie, jejichz nomenklatura je
neustale ménéna, coz casto komplikuje jejich studium. Dal§im vyznamnym rodem je rod
Bifidobacterium patiici taktéz mezi gram-pozitivni bakterie, avSak nezahrnuje tolik
probiotickych druhd, jako tomu bylo u laktobacilt [17, 33, 36]. Mezi probiotické bakterie se
obecné cCasto fadi bakterie mlééného kvaSeni (BMK) jejichz konzumace zvysSuje odolnost
proti malignit¢ a infekénim onemocnénim a dulezity je i jejich antimikrobialni efekt. Tyto
bakterie se pfirozené vyskytuji ve fermentovanych potravinach, ale také naptiklad v puadg,
rostlinach, ¢i na organech jako soucast lidské, ¢i zvifeci mikroflory [43]. Avsak neni
pravidlem, ze pouze BMK jsou probiotické kultury, jak lze vidét v tab.2. Navic se
V Soucasnosti znovu objevuje zajem o charakterizaci dalSich probiotickych bakterii, a proto je
studovan napfiklad bakterialni druh Lactobacillus salivarius, izolovany z matetského mléka,
jako potencionalni probioticky mikroorganismus [44]. Dale je probioticky vyzkum zaméteny
na potencionalni probiotické vlastnosti napf. riznych kment Lactobacillus plantarum [44].
Lactobacillus zeae by mohl byt =zafazen mezi dalsi potencionalni probiotické
mikroorganismy, protoze se prirozené vyskytuje v GIT a vykazuje fenotypovou podobnost
s L. rhamnosus a L. casei [46, 47].
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Tab. 2: Mikroorganismy povazované za probiotika [48, 49].

Rod Lactobacillus

Rod Bifidobacterium

Druhy pattici mezi BMK

Dalsi
mikroorganismy

L. acidophilus

L. amylovorus

L. brevis

L. casei

L. crispatus

L. delbrueckii subsp.

Bulgaricus
L. galinarum

L. gasseri

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

B. adolescentis

B. animalis

B. bifidum

B. breve

B. infantis

B. longum

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Enterococcus durans

Leuconstoc mesenteroides

Streptococcus thermophilus

Pediococcus acidilactici

Sporolactobacillus inulinus

Lactococcus lactis subsp.
Lactis

Bacillus cereus var.
toyoi
Bacillus coagulans

Bacillus subtilis

Escherichia coli
strain nissle
Saccharomyces
boulardii
Saccharomyces
cerevisiae
Propionibacterium
freudenreichii

Probioticky potencial odlisSnych bakterialnich kmenti se i v rdmci stejného druhu lisi.
Kmenova specifita probiotickych bakterii je vzdy jedine¢nd, a mize se liSit napf. v oblasti

adsorpce na intestindlni sliznici hostitele (site-specific), miiZze mit rizné imunologické Gcinky,

a také se odliSnost riznych kmeni muze projevit vV U¢inku na zdravé funkéni slizniéni

prostiedi a na zanicenou sliznici. U¢inek na zdravou a zanicenou sliznici byva totiZ Casto

odligny [18].

2.4.1 Rod Lactobacillus
Tento rod bakterii se zahrnuje mezi bakterie mlééného kvaseni, z ¢ehoz vyplyva i jejich nazev
odvozeny z latinského lac — mléko. Do tohoto rodu zatazujeme mlécné bakterie tvofici delsi,
tenké tycinky, které byvaji ¢asto sdruzeny do fetizkti nebo palisad [36, 48]. Jak jiz bylo vyse
zminéno, jednd se o gram-pozitivni bakterie, které jsou nepohyblivé, mikroaerofilni nebo

fakultativné anaerobni, chemoorganotrofni a netvoii spory. Optimalnimi podminkami pro rist
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jsou teplota 37 °C a pH média 6,5-7 (bud’ se pouzivaji tekuta Man Rogosa Sharpe (MRS)
média nebo pevna agarova puda dle Rogosy), coz jsou obecné podminky pro kultivaci
probiotickych bakterii [50]. Nicméné kultivace je mozna i v prostiedi s hodnotou pH 5, ale pii
niz§im pH se jiz rust bakterii zastavuje. Diky tomu vykazuji vyssi toleranci na zlucové
kyseliny. Jejich nejvyznamnéjsi schopnosti je zkvaSovat hexdzové cukry vcetné laktozy
na kyselinu mlécnou. Podle této charakteristické vlastnosti mtizeme Lactobacillus rozdélovat
do dvou skupin, a to na homofermentativni druhy mlé¢ného kvaseni, kdy hlavnim produktem
je pouze kyselina mlé¢né a na heterofermentativni druhy produkujici kromé kyseliny mlé¢né
I Kyselinu octovou, ethanol, oxid uhliity, ale tyto metabolity produkuji jen v mensim
mnozstvi. Dalsi dilezitou schopnosti lactobacili je rist v podobé biofilmu na sliznici (vyuziti
jako Dbiofilmova probiotika), coz bude nasledn¢ detailnéji popsano v Kapitole 2.7.2
[36, 51, 52].

Rod Lactobacillus jakozto gram-pozitivni bakterie zprostifedkovavaji adhezi na epitealni
povrch zejména pomoci dvou pilusovych klastri. Obecné je znamo, Ze se geny kodujici
pilusové podjednotky usporadavaji do operonu, S alespon jednim genem pily specifické
sortazy. Naptiklad Lactobacillus rhamnosus GG obsahuje ve svém genomu geny pro 2
oddélené¢ pilusové klastry: SpaCBA a SpaFED. Pillusové jednotky SpaA a SpaD
pravdépodobné zobrazuj zdkladni kostru pilu, SpaB a SpaE jsou pomocné drobné pilusové
podjednotky a SpaC a SpaF zodpovidaji za adhezivni vlastnosti a jsou umistény sporadicky
Vv celé struktufe a na $picce pilu viz obr. 5. Nicméné v nejnovéjsich testech byly prokazany
adhezivni vlastnosti i u SpaB drobné pilové jednotky [53, 54].

A

Bunécnasténa o Pac
s ) SpaA

m ® SpaB

Obr. 5: Schématické znazornéni SpaCBA pilu [54].

Isopeptidické vazby indikované pilus specifickou sortdzou vznikaji mezi jednotlivymi
podjednotkami mezi threoninem LPTXG motivem a lysinem v YPKN pilinovém motivu.
Tzv. ,,domdaci sortdza v bunééné membrane taktéZ rozpozniavd LPTXG motiv na pilu
a kovalentné se vaze k peptidoglykanu v lidské tkani. Mezi jednotlivymi kmeny stejného
druhu je vsak jista diferenciace mezi aminokyselinami pild, a diky tomu mohou mit rizné
kmeny rizné silny adhezni efekt [53, 54].
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Kankainen a spol. (2009) studovali genetické dispozice k adhezi kment L. rhamnosus GG
a L. rhamnosus LC705 a dosli k zavéru, ze ackoliv L. rhamnosus GG obsahuje oba dva vySe
zminéné typy klastrl, tak L.rhamnosus LC705 obsahuje pouze klastr SpaFED, coz byl
pravdépodobné divod k tomu, pro¢ v jinych studiich dosahoval L. rhamnosus GG znaéné
adherentné&jsiho efektu k lidské tkani nez-li kmen LC705 [53]. Nedavno byl u L. rhamnosus
objeven takzvany mucin-binding faktor (MBF) vazajici se na mucin obsazeny v hlenu GIT.
Tento protein spolu s EPS, teichoovymi kyselinami a jinymi proteiny podobnymi LPXTG
napomahaji rodu Lactobacillus pfilnout k epitelu GIT a nasledn¢ tak umozni kolonizaci
hostitele [55].

Obr. 6: Lactobacillus rhamnosus s vyzobrazenymi pily [56].

2.5 Vyskyt probiotickych mikroorganismii v lidském téle

Probiotické bakterie se pfirozené vyskytuji v gastrointestinalnim (izolace z dasni, slin a dutiny
ustni) a genitourinarnim traktu. Genitourinarni trakt osidluje vice nez 50 druhGt mikrobt
a vSechny tyto mikroorganismy se pievazn¢ shromazd’uji ve vaginalni oblasti zen. Pfevazné
uzdravych a plodnych Zen je vagina nejCastéji kolonizovana nékterymi druhy rodu
Lactobacillus, oznacujici se historickym nazvem jako Ddderleiniv lactobacil. Témito
bakteriemi dochazi k fermentaci glykogenu (a dalsich latek) v oblasti pochvy na kyselinu
mlécnou, diky které ma vagina nizké pH, coZz chréani sliznici pfed patogennimi organismy
[36]. Slizni¢ni mikroflora vaginy mize ze zatim neznamych divodi ménit své slozeni.
To casto vede k infekci zpasobené koexistenci patogenu s komenzalnimi bakteriemi.
Nejbéznéjsi urogenitalni infekci je bakterialni vagindza, jejiz 1é€bu umoznuji antibiotika,
avSak v kombinaci s probiotiky dochazi k naruseni kvasinkovych biofilmt a inhibici
urogenitalnich patogent. Predpoklada se, ze konzumace probiotickych bakterii by mohlo
slouzit i jako prevence pted riiznymi vaginalnimi nemocemi [57].

2.5.1 Gastrointestinalni trakt (GIT)

Sliznice stiev je pokryta vrstvou riiznych typt epitelialnich bunék, které jsou zietelné odlisné
v riznych oblastech GIT a jsou v kontaktu s lumenem. Lidsky GIT je osidlen 10'2-10%
mikrobii zahrnujici se do fyziologické homeostazy. V riznych oblastech GIT se vyskytuji jiné
druhy komenzalnich bakterii, a taktéz je jiné jejich kvantitativni rozlozeni [58]. Horni ¢ast
GIT zacina ustni dutinou, ve které se probiotika objevuji pfevazné ve formé zubniho plaku.
Z novych studii vyplyva, Ze uZivani probiotik by mohlo napomdhat ke zmirnéni vyskytu
zubnich kazl a paradentézy [59]. Dale GIT pokracuje jicnem, zaludkem a dvanactnikem
na za¢atku tenkého stieva, které kolonizuje 10—10%/ml mikroorganismi. V této oblasti GIT je
niz8i pocet komenzalnich bakterii nez-li jinde v travicim traktu, coz ovliviiuje kyselé pH
zpusobené zaludecnimi kyselinami a také je zde vice pankreatickych enzymi zabranujici
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kolonizaci. Tenké stfevo je dale rozdélené na jejunum obsahujici 0-10°/ml mikroorganismii
aileum s 10°-10° mikroorganismil. Nejkolonizovangjsi at’ kvalitativné & kvantitativné je
tra¢nik v tlustém stievé, ktery je kolonizovan 10'°-10'%/m] mikroorganismi [58].

v

Lidska stfeva jsou komplexni ekosystém, ve kterém probihaji nejriiznéjsi interakce mezi
mikroflérou, zivinami a hostitelem. Tato ¢ast GIT je pokryta hlenovou vrstvou chranici
podkladovou sliznici pted lumennim obsahem a tedy tvofi rozhrani mezi epitelialnimi
povrchy a jejich mimotélnim prostiedim. Mucus je vysoce hydratovany gel obsahujici
ptiblizné 95 % vody a Casto tvoii souvislou viskozni vrstvu. Zakladni stavebni slozkou jsou
velké glykoproteiny, tzv. muciny, které¢ dale obsahuji jako vedlejsi komponenty soli, lipidy
aproteiny. Tyto komponenty jsou zapojeny v obran¢ jako defensiny, rlstové faktory,
imunoglobuliny atd. Drtivd vétSina komenzalnich bakterii tvoii stfevni mikrofloru
a kolonizuji v tlustém stieve. V této oblasti je hlenova vrstva rozdélena na vnéjsi plochu, ktera
poskytuje volnou vrstvu slouzici jako stanovisté pro bakterie a vnitini hustou plochu, ktera je
neproniknutelna vic¢i bakteriim, odd€luje od bakterii povrch epitelu a je pevné ptipevnéna
na sliznici. Mucus je tedy kli¢ovy pro stievni homeostazu tim, Ze udrzuje nase prospé&sné
bakterie v dostate¢né vzdalenosti od epitelu. Naproti tomu patogeny maji vyvinuté strategie
pro proniknuti do hlenovité vrstvy a k ptilnuti k podkladové epitelu [60, 61].

Mucus je neustale produkovan a vyluovan v zavislosti na organu a situaci. Tloustka
hlenovité vrstvy se mezi organy velmi li§i. Ustni dutina je pokryta slinnym filmem, ktery se
sklada z vody, mucinu a dalSich bilkovin. Za ptedpokladu, Ze se sliny rozdéluji rovnomérné
po tkanich, vypodtena tloustka slinného filmu je 70 az 100 um. Zaludek vykazuje silngjsi
hlenovou vrstvu (pfiblizné¢ 300 um), kterd chrani podkladovy zaludecni epitel proti
nepiatelskym kyselym podminkam. Tenké stfevo je prevazné pokryto volné pfipojenou
hlenovou vrstvou (150-400 pm), ktera je nejtenci v laéniku, kde dochézi k hlavnimu ptijmu
zivin. V tlustém stieve tloustka vrstvy sliznice tvofi gradient od slepého stfeva do konecniku,
kde dosahne tloustky 800-900 um [60, 61].

Hlenovitda hmota m4a mnoho funkci. Mtze slouzit jako mazivo pro usnadnéni prichodu
potravy ve stfevé a dale jako selektivni bariéra plni funkci tim, ze umoznuje prichod
nizkomolekuldrnich slozek, jako jsou Ziviny, do epitelovych bunék. Dal§i zndmou funkci
hlenu je obranny systém, ktery chrani podkladové epitelové buiiky pted mechanickym
poskozenim, nebo pied vstupem Skodlivych latek bud’ chemické (Iéky, toxiny nebo tézké
kovy) nebo biologické povahy (luminalni pepsin, organické kyseliny). Dale zabrafiuje vstupu
patogennich bakterii, viri nebo parazitt. Dalsi funkce hlenu, kterd je momentaln¢ predmétem
védeckého zkoumani, je vyuziti hlenu jako substratu pro rist, ptfilnavost a ochranu bilioni
mikrobialnich bungk, které jsou pfitomny v lumenu. Vlastnosti hlenu jako substratu budou
pravdépodobné ovliviiovany mimo jiné i1 tlouStkou hlenové sliznice v riznych blastech GIT.
[60, 61].

25.1.1 Mucin

Z pohledu biofyziky je mucin zodpovédny za viskoelastické vlastnosti hlenového gelu a je
konstruovan z 50-90 % O-vdzanymi glykany (vztaZeno na hmotnost molekul mucinu), které
jsou ptipojeny k hlavnimu fetézci bilkoviny (apomucin). Diky témto glykanim mucin nabyva
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velké molekularni hmotnosti v rozmezi od 0,5 do 20 MDa. Mucin je tedy velky,
extracelularni glykoprotein slozeny z 80 % N-acetylgalaktosaminem, N-acetylglukosaminem,
fruktézou, galaktozou, kyselinou sialovou (N-acetylneuraminova kyselina) a stopami manozy
a siranu. Vznikajici oligosacharidové fetézce sestavajici z 5 az 15 monomerd jsou pfipojeny
k jadru bilkovin vykazujici mirné vétveni. K tandemovému opakovani aminokyselinové
sekvence polypeptidu je piidavan velky pocet O-vazanych sacharidovych fetézci béhem
biosyntézy v Golgiho aparatu. Tyto fetézce jsou pfipojeny k apoproteinu prostfednictvim N-
acetylgalaktosaminu (GalNAc), ktery je pfipojen k hydroxylové skupiné bud’ serinovych nebo
threoninovych zbytkti pomoci O-glykosidické vazby. Pak se k této pocatecni GalNAc
pfipojuji galaktdézy a/nebo N-acetylglukosaminové (GlcNAc) zbytky, ¢imz vznikaji rizné
jaderné struktury. Pateini oblast téchto glykanti se sklad4d z postupného ptidavani galaktdzy
a zbytk GalNac nebo GlcNac [60, 61, 62].

V zavislosti na slozeni cukru mohou byt muciny diferencovany biologicky
a histochemicky jako neutralni nebo kyselé muciny. Kyselé muciny obsahuji zna¢nd mnozstvi
kyseliny sialové (,,sialomucins®) a/nebo siranové zbytky (,,sulfomucins®) vykazujici silny
negativni ndboj na molekule mucinu. VétSina mucinil nese alesponl nékteré z téchto negativné
nabitych skupin. Nicméné¢ mnoho mucind muze nést sulfaty a zbytky kyseliny sialové
zaroven a nazev sialo/sulfo muciny ve skute¢nosti pouze naznacuje pievahu jedné nebo druhé
negativné nabité skupiny [60, 61, 62].

Zbyvajicich 20 % tvoii proteinové jadro piedstavujici proteiny o molekulové hmotnosti
200-500 kDa uspotfadanych do odlisnych oblasti. V prvni oblasti je N-terminalni signalni
peptid zahrnujici amino- a karboxylové termindly, které mohou byt nékdy rozptyleny mezi
STP-opakovani. Zminéné charakteristické opakovani je tvofeno z vice nez 60 %
aminokyselinami ptedev§im serinem, threoninem a prolinem, tudiz se jedna o oblast se
snizenym poc¢tem sacharidi. Tyto STP domény se skladaji z variabilniho poctu tandemovych
opakovani (VNTR) a umoznuji tak vysoky stupen heterogenity mucinu. Tato charakteristicka
vlaknitda proteinova kostra s vyCnivajicimi oligosacharidy pravé v STP doméné vede
Kk typickému vzhledu mucinu ,ladhev-karta¢“ (viz obr. 7). Signalni peptid je vyzadovan
pro cileni polypetidu k endoplazmatickému retikulu, a to bud extracelularni sekreci,
anebo vlozenim syntetizovaného mucinu do bunééné membrany. Ve druhé oblasti je zahrnuta
centralni glykosylovana oblast koncentrujici O-glykosylaci a vyskytuje se na ni velky pocet
tandemovych opakovani [62, 63].
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Obr. 7: Schématické zndazornéni molekuly mucinu [63].

Doposud bylo uvedeno vice nez 20 gent patiicich do rodiny mucinu identifikovanych
Vv lidském té€le. Mucus tenkého a tlustého stieva je pievazné tvoien gelovym mucinem MUC2
genem, ktery obsahuje zejména glykoproteiny, zatimco hlen povrchu zaludku obsahuje hlavné
MUCSAC gen, jehoZz organizace strukturalni domény je podobna MUC2 genu, avsak
v nékterych ohledech se 1iSi. Sekre¢ni muciny obsahuji bohaté sekvence na cystein v N- a C-
koncovych oblastech vytvarejici intra- a intermolekularni disulfidické vazby ovlivitujici vznik
slizniéni vrstvy a zpusobuji jeji charakteristické viskoelastické vlastnosti. Druhou skupinu
tvofi membranové muciny, které jsou vazany na membranu a vstupuji do glykokalyxu
slizni¢nich povrchi. Zde vykonavaji dulezitou biologickou interakci buiika-buika a burka-
matrix a navic se ucastni bunétné signalizace. Tyto muciny mohou byt vylouceny z povrchu
a interaguji ve vrstv€ hlenu, kde jsou schopny ovlivnit viskozitu ochranné vrstvy a takto
vyluc¢ované muciny jsou hlavni strukturalni komponenty hlenového gelu [60, 64].

2.6 Mechanismus ucinku probiotickych bakterii

Komunikace probiotickych bakterii s hostitelem muze probihat, jak na urovni epitelialnich
bun¢k ¢i imunitnich bungk, tak i na urovni ovliviiovani signalnich drah bunék, avsak rizné
druhy probiotik budou vyuzivat i odlisné mechanismy ucinkd (viz obr. 8). Nedavné studie
prokazaly, Ze niZze uvedené mechanismy se netykaji pouze oblasti stfev, avSak napf. peroralni
kmen Bifidobacterium adolescentis snizuje koncentraci vitaminu KV uGstni duting, ¢imz
konkuruje patogenni baktereii Porphyromonas gingivalis [65].

V gastrointestinalnim traktu probiotické bakterie prevazné plsobi v oblasti stiev,
kde interaguji pomoci fyzikalnich sil ¢i na chemické trovni s riznymi bunéénymi slozkami.
Pocelé délce stfev se nachdzi poharkovité buiiky (goblet cells). Tyto buiky nasledné
exprimuji ty¢inkovité muciny vytvatejici sliznicni povrch, které jsou velmi dilezité v ochrané
hostitele. Intestinalni epitelidlni bunky (IEC) jsou pocatecnim bodem kontaktu
mezi hostitelskymi bunkami a intestinalnimi mikroby. Zaroven se jedna o prvni linii obrany
proti patogennim bakteriim a zna¢n¢ komunikuji s komenzalnimi mikroby vcetné probiotik.
Probiotika mohou ovlivitovat IEC vice zpisoby, napiiklad lactobacily zvySuji expresi mucinu
V intestinalnich bunéénych liniich Caco-2 (MUC2) a HT-29 (MUC2 a 3), ¢imz nasledné
blokuji patogenezi a zvySuji bariérovou funkci [66]. HT-29 a Caco-2 bunécné linie piedstavuji
bézné bunééné modely nediferencovaného lidského stteva odvozené z karcinomu lidského
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stteva. Tyto modely se nasledné pouzivaji pro stanoveni adherence probiotickych
mikroorganismit pii identifikaci novych probiotickych kmeni, protoze exprimuji
morfologické a fyziologické vlastnosti realnych lidskych enterocytt [67, 68].
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Obr. 8: Schématické znazornéni potencidlnich mechanismii ucinku probiotickych

IL-10

mikroorganismii na hostitele — sirsi vysvétleni je uvedené daile v extu. IEC: epitedlni buriky,
DC: dendritické bunky, T: T-lymfocyty, B: B-lymfocyty [65].

Probiotické organismy nevykazuji pouze jeden mechanismus napomahajici jejich
pfiznivému uéinku na lidsky GIT, ale uplatiuji kombinaci nékolika vySe zobrazenych
mechanismui. Piikladem je konkurence probiotik a patogentt o ziviny, diky nimz bakterie
dosahuji své aktivity a navic produkuji naptiklad vitaminy modulujici mikrofléru ¢i EPS
pro dals$i komenzalni bakterie, jakozto rustové substraty [65, 66].

Jak jiz bylo vyse uvedeno, probiotika adheruji ke specifickym mistim na hlenu pomoci
adhezini a mucin-vazajici faktor (MBF). Tyto specifické receptory na mucinu byly
definovany jako mucin-vazajici proteiny (MUB), které taktéz obsahuji LPXTG motiv v C-
konci k navazani bakterii a signalni peptid. MUB jsou charakterizovany piitomnosti uréitymi
opakujicimi se motivy, které se v zavislosti na kmenech li$i, a tim je odli$na i jejich signalni
funkce a navazani probiotické bakterie [69]. Dikazy naznacuji, ze adheziny a MBF interaguji
s glykosylovymi modifikacemi proteinu mucinu (viz obr.9) V zavislosti na tkanovych
a bunécnych specifickych expresi enzymu glykosyltransferazy se vytvaii rizné modifikované
oligosacharidy. Z toho nasledn¢ vyplyva, ze mohou vznikat rizné preferencni vazby
Kk jednotlivym bakteriim [69]. Ptilnutim probiotik k mucusu konkuruji s patogenem o vazebna
mista a zlepSuji barierni funkci epitelu, coz dale napf. ovlivituje jaké patogeny ¢i jaké dalsi
probiotické kmeny budou moci kolonizovat epitel [65, 66].
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Obr. 9: Zjednoduseny histologicky prirez mikrobidalni adheze k povrchu sliznice strev pri
ruznych zvétseni: a) vrstva hlenu, na néjz se probiotika vazi v nejvzdalenéjsi casti od epitelu,
b) rozhrani bakterii a hlenu, ve kterém mucinové molekuly polymerizuji, aby vytvorily matrici

sliznice, c¢) navrhovany molekuldrni mechanismus adheze [69].

Veskeré probiotické kmeny néjakym zpisobem ovliviuji intestinalni epitelialni buiky,
makrofagy, dendritické buiiky a populaci T-lymfocytii za Gicelem zvySené sekrece protilatek.
Dale je zndmo, Ze V ramci G¢inku na imunitni systém moduluji klicové signdlni drahy
[65, 66]. Tyto signalni drahy navic ovliviiuji bunéény riast, apoptozu, bakterialni adhezi
a dalsi vyznamné procesy. Ptikladem drahy modulované probiotiky je NFxB neboli nuklearni
faktor kappa B. Tento faktor je pfitomen v neaktivni formé na inhibitoru IkB v cytoplazmé.
Jakmile se objevi prozanétlivé podméty, tak IxkB se fosforyluje a NFkB muze prostoupit
do jadra, kde aktivuje transkripci efektorovych gen napiiklad pro zanétlivé reakce.
Ve studiich bylo zjisténo, Ze napt. Lactobacillus casei deaktivoval zminénou signalni drahu,
ktera byla indukovana patogenem Shigella [71]. V opacnych piipadech mohou probiotika
zvysit aktivaci této drahy, a tak zvysit transkripce cilovych genl. Nicméné obéma zéasahy
do imunitniho systému probiotické bakterie ovliviwji Sirokou Skalu vlastnosti napf. uspésnou
kolonizaci [65, 66].

Veskeré predikce mechanismi, kterymi probiotika zprosttedkovavaji své pozitivni G¢inky
na lidsky organismus, nejsou jesté zcela jasné definované a prozkoumané. Prostudovanim
téchto mechanism ve studiich genové exprese, proteomiky a metabolomiky by se
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mohly otevfit cesty k vyzkumu novych probiotickych vlastnosti [71].

2.6.1 Priznivé ucinky probiotik na ¢lovéka

Existuje mnoho dukazi, Ze probiotické bakterie maji rizné piiznivé ucinky na lidské zdravi
ana upravu fyziologické homeostazy stfevni mikroflory. NaruSeni této homeostiazy vede
ke vzniku zanétlivych, alergickych ¢&i infekénich onemocnéni. Casti lidského téla jako kize,
ustni dutina, gastrointestinalni trakt a vaginalni dutina jsou Kolonizovany biliony mikrobt.
Pti narozeni jsou lidska stfeva sterilni a prvotni kolonizace nastava bezprostfedné po narozeni
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a to prostfednictvim matky. Riizné kolonizacni vzorce jsou ovlivnéné typem porodu
(vaginalni pfirozeny porod nebo cisafsky fez) anebo druhem stravy (kojeni nebo krmeni
umélou vyzivou). Po této prvotni kolonizaci jsou naSe mikrobidlni profily dale ovliviiovany
béhem Zzivota, a to jak vékem a zivotnim stylem (konzumaci potravin), tak i prodélanymi
chorobami [72].

Probiotikim je vénovana pozornost zejména v oblasti prevence rtiznych onemocnéni,
ale i jejich terapeutické ucinky jsou vyznamné. Oproti jinym terapeutickym postuptim
se vyznacuji pomérné¢ vysokym stupném bezpecnosti (minimum nezadoucich uc¢inki)
ve stejnych indikacich. V rdmci probiotické terapie je nutné znat jak pfesnou genetickou
vybavu, vlastnosti a ucinky vybraného probiotika, tak je nutné znat stav a stadium
onemocnéni piislusného pacienta. Soucasné védecky a klinicky prokazané ucinky probiotik
vedou k nadéjnym cilim vyuziti této terapie, a to napiiklad v oblastech:

Prevenci prijmii a onemocnent strev: U vSech typt prijmu vykazuji probiotické bakterie
vice ¢i méné preventivni nebo terapeuticky ucinek, ktery je zavisly na bakteridlnim kmeni
a jeho antimikrobialnich, imunomodulaénich a protizanétlivych vlastnostech. Jejich hlavni
funkei je podpora stievniho imunitniho systému proti virtim, potencidln¢ Skodlivym bakteriim
nebo toxinim na vSech urovnich a dusledkem je nasledna stabilizace stfevni mikroflory.
Piikladem jsou Lactobacillus GG a Saccharomyces boulardii prokazujici terapeuticky ucinek
na Clostridium difficile, jakozto hlavni pfi¢inu nozokomialné (vznikajici ve zdravotnich
zatizenich) ziskanych stfevnich infekci ve Spojenych statech. Teoretickym piedpokladem
vyzkumu bylo, Ze stfevni mikroflora byla poskozena pisobenim antibiotik, a byla tedy
nasledné citlivéjsi na kolonizaci této bakterie [73, 74, 75].

Alergicka onemocneni: Vyuziti probiotik v rdmci antialergického ucinku bylo zaloZzeno
na tzv. hygienické hypotéze, kdy pii nadmérné hygiené¢ kojencli se nedostate¢né osidluje
mikroflora a nasledné vznikaji alergie jako atopicky ekzém nebo astma. Pravé na atopickém
ekzému je nejlépe demonstrovan imunomodula¢ni u¢inek probiotik [76, 77].

Rakovina: Rakovina kone¢niku, prsu, hrtanu a mo¢ového méchyte byva Casto spojovana se
stravou bohatou na dusi¢nany, tuky a proteiny. Bézné ptitomné bakterie GIT, jako jsou
Escherichia coli, Clostridium sp. a Peptostraptococcus sp., zptisobuji pfeménu téchto slozek
potravy na karcinogeny. V ramci vyzkumu v této oblasti byly bakterie vytvarejici
karcinogeny nahrazeny probiotickou bakterii L. casei Shirota, ktera prodlouzila obdobi bez
vytvofeni karcinomu mocového méchyte. Konzumace této bakterie vedla i u dalSich pacientt
S jinym typem rakoviny ke sniZeni vyvoje nadoru [76, 77].

Pameét: Zda se, ze existuje mnoho spojitosti mezi sttevem a mozkem. Komunikaci mezi
témito dvéma organy dokazuje fada testl, kdy bylo potvrzeno, Ze stfevni mikrobi snizuji
oxidacni stres a produkci systémove zanétlivy cytokind. Dale ovliviiuji hladiny prekurzora
neurotransmiteru  prostfednictvim aminokyselin a struktury neuronalni membrany
prostiednictvim mastnych kyselin (vagus nervovy kanal). Tento pfedpoklad byl dokéazéan
v Novel Object testu, kdy pamét mysi bez pfitomnosti mikroorganismii (at’ uz se jedna
0 mikrofléru mysi nebo mikroorganismy na jejich povrchu) byla naruSena oproti normalnim
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zdravym mySim obsahujici mikrofléru. Z toho diivodu se ocekava, ze pomoci probiotik by se
mohlo ztraté paméti alespon Castecné zabranit. Dale stfevni mikrobi tlumi intestindlni
propustnost prostiednictvim oslabeni hypotalamus-hypofyza-nadledvina (HPA) osové odezvy
a snizuji centralni neuroflamaci. V posledni fad¢ stfevni mikrobi snizuji zaté¢z uremického
toxinu, ktery je zodpovédny za zavazny stav — uremicky syndrom — jakozto dasledek tézké
poruchy funkce ledvin [76, 77].

Mentalni stav: V ramci zvifeciho testu nuceného plavani (FST) na hlodavcich, je zkouman
jejich nehybny stav, ktery je vyvolany depresi a dava informace pravé o rozsahu zminovanych
depresi. Bylo zjisténo, ze mladi hlodavci oddéleni od matek vykazuji dvojndsobek poctu
nehybnosti ve srovnani s kontrolou v FST. Depresivni hlodavci byli 1é¢eni antidepresivnim
lékem citalopramem, ktery snizil nehybnost, a zaroveil bylo toto antidepresivum doplnéno
probiotickou bakterii Bifidobacterium infantis, a diky tomuto aditivu se stav depresivnich
mysi dostal az na uroven kontroly. Tato pozorovani ve studiich na zvifatech jsou v souladu
S humannimi studiemi, u nichZ bylo zjisténo, Ze kvasny napoj obsahujici L. casei zlepSuje
naladu zdravych dospélych pacientti s mirnou depresi a snizuje tizkost [76, 77].

Metabolické poruchy: Ptisun probiotik by mohl byt jednou z cest k mikrobidlni rovnovaze
v GIT. Nerovnovaha byva casto zplsobena dietami obsahujici vysoky podil tuki. Vysoky
obsah tuku mize ménit profil sttevni mikroflory a nésledné snizit funkci epitelu jakozto
bariery, zvysit pfitomnost endotoxini v krvi, coz nasledn¢ vede k systémovému zanétu
az nakonec k metabolickym porucham [76, 77].

2.7 Biofilm

Pozitivni vliv adheze mikroorganismt se vyskytuje v ramci biotechnologické laboratorni
| primyslové praxe napiiklad pii vyuzivani imobilizovanych bun€k ve vyrobnich linkach
nebo pfi CiSténi odpadnich vod. Dals§i pozitivni vlastnosti je tvorba biofilmu v rdmci
medicinskych aplikaci, diky kterému jsou prospésné mikroorganismy zachyceny
na pohyblivém epitelu organt v lidském téle a mohou tak vykondvat své prospésné efekty
na lidské zdravi. Tvorba biofilmu ma i negativni vliv, a to naptiklad v podobé zanicenich
katetri. V ramci primyslové aplikace mohou mikroorganismy ulpivajici na povrchy
zpiisobovat ndkladné poruchy napf. na papirenskych strojich, na lodich a ndmotnich stavbach,
na biomaterialech v oblasti medicinskych aplikacich [7, 8]. Biofilmy byly poprvé studovany
v 17. stoleti Van Leeuwenhoekem, ktery charakterizoval biofilm na svych vlastnich zubech.
Nasledné byla biofilmim vénovana ¢im dal vétsi pozornost a roku 2002 vysla nejnovéjsi
mikrobialné odvozena definice: ,,Biofilm zahrnuje spoleCenstvo charakterizované buiikami,
které jsou nevratné pfipojeny k substratu nebo K rozhrani, ptipadné k sobé navzajem
(jednodruhova ¢i vicedruhova spoleCenstva) a jsou obaleny tzv. extracelularni nebo-li
mimobunéénou matrici, tvofenou slouceninami, které bunky samy produkuji a vykazuji
zménény fenotyp vzhledem k rychlosti ristu a transkripci genu.* [78].

Nezastavujici rozvoj v oblasti probiotickych 1éCiv a doplnkti se zaobird i slizni¢nimi
biofilmy v tlustém stievé, jakozto nejvice kolonizovanou ¢asti GIT. Bakterie rostouci
Vv biofilmech jsou obecné odolngjsi vii¢i antibiotikiim, kyselému prostiedi, vysokym teplotdm
a mechanickému poskozeni nez bakterie, které ve spolecenstvi zit [79].
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2.7.1 Tvorba biofilmuv GIT

Bylo navrzeno pét etap zahrnujicich tvorbu biofilmu (viz obr. 10) V prvni etapé dochazi
k nahromadéni organickych molekul na povrchu bakterii béhem nékolika sekund
a k pocate¢ni adsorpci planktonnich bun¢k na fazovém hydrofobnim rozhrani [14], ktera je
silné zavisla na fyzikalné-chemickych vlastnostech bakterialniho povrchu bunék. V tomto
kroku vznika reverzibilni adheze bunék k mucusu ¢i k sobé navzajem, kdy se buiiky mohou
zpét navratit do planktonniho stavu. Druha etapa zahrnuje ireverzibilni pfipojeni k EPS. Tteti
etapa oznacuje prvotni vyvoj biofilmové architektury nebo-li bunky zaéinaji agregovat
do mikrokolonii, které jsou vysledkem soubézné akumulace a ristu mikroorganismu. Navic
se jednd o hlavni fazi produkce EPS, které napomahaji posilit vazbu mezi bakteriemi
a substratem a stabilizuji kolonii pied jakymkoli environmentalnim stresem. Ve Ctvrté fazi
biofilm dozrava a rozviji se v organizované struktufe, kterd mize byt plocha nebo houbovitd,
v zavislosti na zdroji zivin a probiha az nékolik dni (10 a vice). V poslednim péatém stadiu
se buiky biofilmu oddéli od kolonie a pfechodné¢ se vrati do planktonické podoby
[78, 80, 81].

Planktonické bunky
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Obr. 10: Schématické zndzornéni vzniku biofilmu [82].

Z principu vyplyva, Ze tvorba biofilmu je zavisla na hydrofobicité povrchu bunék, protoze
se jedna o prvni krok adheze k hydrofobnim povrchiim. Nicméné jde 0 pomérné novou
problematiku a detilni mechanismus neni prozatim zcela popsan. Pfedpoklada se, ze vytvareni
biofilmu ptedstavuje nejenom hydrofobni interakce, ale jedna se o komplexnéjsi a slozit€jsi
mechanismus [14]. Bylo pozorovano, ze jiz celistvé biofilmy nejsou pouze strukturni
monovrstvy mikrobialnich bunék na povrchu, ale jsou heterogenni jak v case, tak prostoru
[78]. Tato heterogenni struktura je ovliviiovana riznymi faktory jako je rychlost syntézy
biofilmu, chemické sloZzeni mucusu, rychlost obmény mucusu, dostupnost adheznich mist,
slozeni probiotické vyzivy nebo pifitomnost enzymii napi. produkce lysozymu. Navic bylo
prokazano, ze zraly biofilm ma vétsi antimikrobialni aktivitu a vice toleruje kyselé prostiedi
nez-li nové vytvoreny biofilm a jeho vlastnosti zavisi na hustoté¢ bunék, které je tvori
[78, 80, 81].

~r 7

2.7.2 Probiotické bakterie tvorici biofilm

Bakterie se nachazeji v ptirodé ve dvou formach: bud’ jako volné plovouci planktonické
bakterie nebo jako prisedlé kolonie mikroorganismi tvoficich biofilmy [80]. Z dostupnych
zdroju tvoii biofilm vétsina probiotickych bakterii zejména rody Bifidobacterium (B. breve,
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B. animalis atd.) [83] a Lactobacillus (L. rhamnosus, L. plantarum, L.fermentum atd.).
Zminéné probiotické druhy jsou vyuzivané jako komer¢ni probiotické organismy, které
se sdruzuji do riznych generaci v zavislosti na jejich 1€kové forme. Obecné by mély byt
probiotické pripravky chranény fyzikalni bariérou, aby se zabranilo kontaktu s neptiznivymi
podminkami v GIT a se slozkami potravy (Casto se probiotika zac¢lenuji do potravy).
Probiotika prvni generace zahrnuji planktonni bunky, které nejsou nijak oSetieny
ani enkapsulovany. Probiotika druhé generace zahrnuji takové mikroorganismy, které jsou jiz
upravovany napiiklad v enterosolventnich kapslich, nebo tabletach, a to za Ucelem zvysit
odolnost vuci kyselému prostiedi zaludku. Probiotické pfipravky tieti generace jsou jiz
enkapsulovany obvykle polymernim materidlem, a tim se zvySuje jejich stabilita
V intestindlnim prostiedi, a také je chrani proti nepfiznivym faktorim pii skladovani
a transportu (vlhkost, teplota atd.). Tyto tfi generace jsou jiz bézné na trhu, avSak nové se
zavadi probiotika Ctvrté generace vyuzivajici tvorbu bakteridlniho biofilmu. Biofilm v tomto
ptipad¢ je prospéSny z mnoha divodid. Oproti planktonickym buiikam maji biofilmova
probiotika vyssi antimikrobidlni uc¢inek a vyssi odolnost vici kyselému pH. Dalsi dilezitou
vlastnosti biofilmu, kterou vyuzivaji nejnovéjsi technologie k enkapsulaci je, Ze biofilmova
probiotika maji vyssi ptilnavost K povrchtim, coZ je pro G¢inna probiotika nezbytné [80].

2.8 Screening novych bakterialnich kmenu predevs§im z pohledu adheznich
vlastnosti

V soucasné dobé EU i USA zvysuji legislativni tlak na charakterizaci probiotickych ptipravki
a snazi se zpfisnit podminky pro charakterizaci probiotik. Nejedna se o problém jako takovy,
ale nova legislativa muze omezit distribuci novych probiotickych kment a aplikaci na trh. Je
tedy nezbytné se novym podminkam pftizptsobit a zformulovat efektivnéjsi standardizovany
postup in vitro charakterizace probiotik. Od prvnich dni prazkumu probiotik byl in vitro
screening probiotik vhodnou volbou kviili jednoduchosti a nizké cené a tyto testy se nadale
hojné pouzivaji kvili schopnosti provétovat n¢kolik kmenti soucasné. Mezi tato stanoveni
patii napf. testy na pfitomnost stresovych faktori v hostiteli, bezpeCnosti testy (napf.
rezistence proti antibiotikiim), testy zahrnujici kolonizaci v hostiteli, kam patiéi napt.
hydrofobicita povrchu bunék (Riihs a kol. 2014, Rosenberg a Doyle 1990, Claudia Otero
a kol 2004), adheze na mucin (Laparra a kol. 2009), adheze na intestinalni hlen (Ferreira
akol. 2011, Apostolou a kol. 2001), stanoveni glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazy
(Kinoshita a kol. 2008) antimikrobialni testovani, imunnomodulace atd. [84]. Nicméné
se zacinaji uzivat technologie molekularnich Omics, které by v budoucnu mohly tyto tradi¢ni
technologie zcela nahradit. Omics predstavuje technologii zaméfenou predevSim
na univerzalni detekci genti (genomika), mRNA (transkriptomika), proteiny (proteomika)
a metabolity (metabolomika) ve specifickém biologickém vzorku a na detekci analytu hlavné
pomoci hmotnostni spektrometrie. Analyza vyzaduje zapojeni statistikit a bioinformatik,
protoze vznika obrovské mnozstvi dat, tudiz se nejedna o jednoduchou a rychlou metodu [85].
Vyuzivanim této metody by se mohly mikroorganismy nahrazovat u¢innymi slozkami nebo
metabolity a mikroorganismy tak nebudou nutné. Také by mohlo dojit k posunu nékterych
aplikaci z potraviny na farmaceutickou oblast [84].
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Ferreir a kol. (2011) studovali adhezi sedmi nové¢ izolovanych kment Lactobacillus
gasseri (UFVCC 1083, 1091, 1099, 1103, 1105, 1108 a 1111) na intestinalni hlen izolovany
z lidského tlustého stieva. Tyto kmeny lactobacilu byly izolovany z vykali zdravého
novorozeného ditéte. Dale byly tyto kmeny charakterizovany v zéavislosti adheze na mucus
Vv piitomnosti patogenti Cronobacter sakazakii (ATCC 29544) a Clostridium difficile (1296)
ptilezitostné se vyskytujicich u déti do 12 mésici. V ramci testovani pouzivali UV-VIS
techniky méteni, kdy stanovovali Asoo pfed agregaci a po koagregaci bakteridlnich kmend,
navic veSkeré organismy byly radioaktivné zna¢ené. Adheze byla nasledné vyjadiena
jako procento radioaktivity ziskané po adhezi vzhledem k radioaktivité bakterialni suspenze
ptidané k imobilizovanému hlenu. VSechny kmeny at' jednotlivé nebo v kombinaci
vykazovaly vyznamné adhezni vlastnosti a v jejich kombinaci se prokazaly jako vyznamni
antagoonisté proti vybranym patogentim [86].

Laparra a kol. (2009) uvadéji vysledky z dheznich experimentd na intestinalni surovy
mucin (typ I, Sigma-Aldrich) v zavislosti na pfitomnosti Caco-2 bunéénych kultur tvofici
homogenni monovrstvu pfipominajici zralé¢ lidské erytrocyty v tenkém stfevé. Probiotické
kmeny Lactobacillus rhamnosus GG, Bifidobacterium bifidum (IATA-ES1), Bifidobacterium
animalis (IATA-A2) a jejich kombinace byly testovany na polykarbonatovych jamkach
osetfenych mucinem (rtiznych typt) s/bez Caco-2 bunéénych kultur. Vysledky naznacuji, ze
bakteridlni kmeny vykazuji rizn¢ silnou adhezi na bunééné komponenty a nékolik typt
mucinu pfitomnych v modelech, ukazujici preference pro intestindlni MUC2. Tato studie
oteviela nové cesty ke méfeni adheze pouzitim Caco-2 bun¢k se surovym mucinem, diky
¢emuz se ziskané vysledky o probiotickych bakteriich vice blizi fyziologickym podminkam in
vivo [87].

Apostolou a kol.(2001) porovnavali 55 bakterialnich kment na adhezi k stievnimu hlenu
zahrnujici lactobacily, bifidobakterie, carnobakterie a enterokoky. Pouzité kmeny se lisily
misty, ze kterych byly izolovany, napt. bylo pouzito 5 kmeni bifidobakterii: jeden ziskany
Klinicky z krevnich kultur b&zné nemocnych pacientl, tii z fekalnich bunék zdravych
dospélych dobrovolnikd a jeden pochazel z mléka. Nasledné byla méfena radioaktivita
scintilaci a adheze byla vyjadiena jako procento radioaktivity ziskané¢ z jamek obsahujici
mucus a bakterie ku radioaktivné znacené bakterialni suspenzi. Ze studie vyplyva, Ze izolaty
odebrané z krevni kultury adheruji 1épe nez ty mlécné, avSak tyto vysledky neplatily
pro vSechny kmeny, a proto je adheze pravdépodobné ovlivitovana jesté dalsimi faktory [88].

V dalsi studii Kinoshita a kol. (2008) identifikovali glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenazu
(GAPDH) exprimovanou na povrchu bun¢k jako adhezin na mucin u Lactobacillus plantarum
LA 318 na intestindlni mucin izolovany z lidskych stfev. Stanoveni probéhlo pomoci
BIACORE senzoru, ktery je zaloZzen na principu povrchové plasmové resonance (SPR).
Ze tudie vyplyva, nejen novy identifikovany adhezin, nybrz i skutecnost, ze tento adhezin
vlastni i mnoho patogenii, a proto lactobacily s GAPDH mohou soutézit s patogeny
infikujicimi stfevni sliznici [89].

Shi a kol. (2000) studovali vybrané polymerni materialy v kombinaci S mucinem jakoZzto
ochrannou vrstvou proti adhezi patogennich bakterii Staphylococcus aureus a S. epidermidis.
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Vétsina polymernich materialu ma hydrofobni povahu, a proto se mucin na tyto povrchy bude
adsorbovat svymi proteinovymi ¢astmi a sacharidové hydrofilni postranni fetézce se budou
obklopovat vodou. Z tohoto diivodu mohou byt mucinové povlaky pouzity pro snizeni rizika
mikrobidlnich infekci na polymernich biomateridlech, tim ze snizi jejich hydrofobicitu.
Klicové v této studii bylo porovnat adhezi vybranych bakterii na materialy s mucinovym
pokryti a bez ochranné vrstvy. Mucinem potazené materialy byly inkubované na inkubétorové
ttepacce pii 80 rpm, 37 °C po dobu 2 h, navic byly stejné bakterie inkubovany za stejnych
podminek po dobu 3 h smucinem o koncentraci (1 mg/ml). Nasledna adheze byla
identifikovana pomoci mikroskopickych technik. Adheze vybranych bakterii byla sniZzena
V pfitomnosti mucinu, protoze pfitomnost mucinu vede ke zméné vlastnosti materidlu
a ke zméné interakci. Souc¢asné mucinovy povlak poskytuje bariéru proti zminénym bakteriim
[90].

Rosenberg a Doyle (1990) se zabyvali hydrofobitou bunék mikroorganismt a jejich
testovani z této perspektivy rozdélili do dvou kategorii. Prvni kategorie zahrnuje méfeni
kontaktnich uhli (CAM), rozdéleni bunék do jedné nebo jiné kapalné faze (TTP) a adsorpce
jednotlivych hydrofobnich molekularnich sond na povrchu bunék a jejich vysledkem jsou
data poukazujici na hydrofobnost povrchu bun¢k jako celku. Druha kategorie zahrnuje
mikrobialni adhezi k uhlovodikim (MATH) n¢kdy se setkdvame i s druhym nadzvem tohoto
experimentu BATH (bakterialni adheze k uhlovodiktim). Dale kategorie zahrnuje hydrofobni
interak¢éni chromatografii (HIC) a adhezi k polystyrenu a dal$im hydrofobnim pevnym
povrchiim. Na zakladé téchto experimentt byly bakterie klasifikovany jako hydrofobni, tedy
potencialn¢ adherujici k intestinalnimu epitelu [91].

Claudia Otero a kol. (2004) studovali bakterialni povrchové vlastnosti kmenu
Lactobacillus z pohledu hydrofobnosti tfemi testy. Prvnim testem byl MATH (mikrobialni
adheze k uhlovodikiim), experiment, pii kterém dochazi ke smichani promytych bunéénych
suspenzi s testovanymi uhlovodiky po ur€itou dobu. Nasledné se spektrofotometricky méti
snizeni zakalu ve vodné fazi. Dal§i pouZitou metodou byla SAT (zkouSka agregace soli)
zakladajici se na skuteCnosti, Ze vysoce hydrofobni bakterie jsou schopny agregovat
s charakteristickymi vzory v pfitomnosti riznych koncentraci siranu amonného. Poslednim
pouzitym testem byla hemaglutinace (HA), kdy se vyuZziva vlastnosti povrchu erytrocyti
vazat mikroorganismy jako tkanové bunky. Tato podobnost je ddna sdilenim ontogenetického
puvodu vyznacujici se napf. tim, Ze epitelidlni bunky exprimuji vnéj$i molekuly podobné
membrané ¢ervenych krvinek a bakterialni buiiky tak mohou lehce adherovat na tento povrch
[92].

Nekteré z uvedenych testii se staly inspiraci pro experimentalni ¢ast predlozené diplomové
prace. Nicméné dalsi inspirativni studie jsou uvedeny u konkrétnich ptipadii v experimentalni
Casti.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

V ramci experimentalni ¢asti diplomové prace byla klicova optimalizace metody na
charakterizaci adheze vybranych probiotickych bakterii na mucin. Dalsi ¢asti prace bylo
pomoci fyzikalné-chemickych a analytickych metod charakterizovat mozné interakce
ptispivajici k adhezi probiotickych bakterii na mucin.

3.1 Pouzité mikroorganismy, chemikalie a piistroje

3.1.1 Vybrané probiotické bakterialni kmeny

Pro experimentalni praci byly vybrany probiotické bakterialni kmeny Lactobacillus
rhamnosus CCM 1825, Lactobacillus plantarum CCM 7039, Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus acidophilus CCM 4833, Lactobacillus casei CCM
4798, Bifidobacterium breve CCM 7825, Bacillus coagulans CCM 2658 a potencionalni
probioticky kmen Lactobacillus zeae CCM 7069 z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy
univerzity v Brng.

3.1.2 Chemikalie

Citran trisodny dihydrat (Spolek pro chemickou a hutni vyrobu)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, s.r.0.)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat (Lach-ner, s.r.t.
Destilovand voda

Glycin (Lach-ner, s.r.0.)

Hexadekan (Sigma-Aldrich)

Hydrogenfosfore¢nan disodny dodekahydrat (Lach-ner, s.r.o.)
Chlorid draselny, (Sigma Aldrich Inc.)

Chlorid sodny, (Sigma Aldrich Inc.)

Kyselina citronova bezvoda (Lach-ner, s.r.0.)

Kyselina chlorovodikova 35-38% (Lach-ner, s.r.0.)

Kyselina octova 99 % (PLIVA-Lachema a.s.)

Media Mikrobiologi Lactobacillus MRS Broth (Himedia)
Mucin z praseciho zaludku Typ II (Sigma-Aldrich)

Octan sodny bezvody (Lach-ner, s.r.0.)

Propidium jodid, eBioscience (USA)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Lach-ner, s.r.0.)

Veskeré pouzité chemikalie byly ¢istoty minimalné p.a.

3.1.3 Pristroje a zatizeni

Analytické vahy, Boeco (SRN)

Bézné laboratorni sklo a vybaveni

Centrifuga, Hettich EBA 20

Inkubator, LTE Scientific, IP60

Koloidni analyzator Zetasizer Nano Series, Malvern (UK)
Laminarni box Aura mini, BioAir — Euroclone
Magneticka michacka, Kartell, TKO
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Minicentrifuga, Sigma 1.14 (SRN)

Nanofotometr, Implen, P 300

pH-metr 720, inoLab, Merci s.r.o. (NLD)
Programovatelny rotator typ Multi Bio RS-24

Pratokovy cytometr, Apogee Flow Systems, Apogee A50
Temperovana tfepacka, Heidolph, Incubator 1000

Ptesné vahy, Kern EW 620-3NM

Vortex TK3S, Kartell spa

Vortex, Heidoplh Reax Top

3.2 Uchovavani zdrojovych bakterialnich kultur

Pro oziveni bakterii vybranych probiotickych kment bylo pfipraveno médium Lactobacillus
MRS Broth (MRS) o koncentraci 55,15 g/l. Pfislusné mnozstvi MRS bylo navazeno
na predvazkach do kadinky o objemu 250 ml a doplnéno ptislusSnym mnozstvim destilované
vody (dH20). Pomoci magnetické micha¢ky byl roztok rozpustén a pieveden do Ctyf
zkumavek. Zkumavky byly sterilizovany v tlakovém hrnci S otevienym ventilem po dobu
60 minut. Po ochlazeni na pokojovou teplotu byly centrifugaéni zkumavky pitesunuty
do vysterilovaného laminarniho boxu, kde se nasledné pracovalo s bakterialnimi kulturami.
MRS médium bylo v zasobni lahvi uchovavano ve 4 °C nejdéle 1 tyden.

Slozeni MRS média:

Pepton 109
Masovy extrakt 10 g
Kvasni¢ny extrakt 59
Glukéza 209
Polysorbat 80 19
K2HPO4 29
CH3CO2Na 59
Citrat amonium 29
MgSO4 0,1g
MnSQO4 0,05¢
Destilovana voda 1 000 ml

Bakterie v lyofilizované formé byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganismii Masarykovy
univerzity v Brn€. Tyto ampulky se nasledné rozbily ve sterilnim prostfedi boxu pomoci
plamene, sterilni dH20 a pinzety. Do oteviené ampulky se pomoci sterilniho kapatka ptidalo
k lyofilizované kultufe MRS médium. Nasledné se kultura v médiu promichala a ptelila
do centrifugac¢nich zkumavek. Tento postup se opakoval, dokud nebylo pfevedeno veskeré
mnozstvi lyofilizované kultury do centrifuga¢nich zkumavek. Takto ptfipravené kultury byly
kultivovany ve vytemperovaném termostatu na 37 °C. Bakterie byly odebirany ve staciondrni
fazi a dale uchovavany pfi teploté¢ 4 °C. Za Gcelem zachovani jejich adherentnich vlastnosti
bylo nutné bakterie preockovat kazdych 30 dnd.
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3.3 Kultivace vybranych probiotickych kmenu

Pro kultivaci inokul byly v tlakovém hrnci s otevienym ventilem vysterilizovany po dobu
60 minut zkumavky a MRS médium v zasobni 1ahvi 0 koncentraci 55,15 g/l. Po ochlazeni
na pokojovou teplotu bylo ve vysterilizovaném laminarnim boxu pipetovano 10 ml MRS
média do zkumavek a do kazdé zkumavky byl ptfidan 1 ml vybrané zdrojové bakterialni
kultury v zavislosti na experimentu. Bakterie byly kultivovany ve vytemperovaném
termostatu pii 37 °C po dobu urCenou v zavislosti na experimentu a na pouzitém
mikroorganismu.

3.4 Optimalizace spektrofotometrické metody ke stanoveni bakterialni adheze

k mucinu
V nasledujicich kapitolach jsou popsany veskeré optimalizaéni kroky k metod¢ stanoveni
adheze vybranych bakteridlnich kmend.

3.4.1 Priprava roztoku vyuzitych pri optimalizaci metody

Jako prostiedi pro sledovani bakteridlni adheze na mucin byly zvoleny rizné pufry a roztoky
simulujici podminky v lidkém téle nebo pufry bézné vyuzivané pro praci s biopolymery
¢1 Zivymi systémy.

Priprava PBS pufru (pH 7,5)
Pufr byl pfipraven do sklenéné zasobni lahve rozpusténim navazek jednotlivych slozek
pomoci magnetické michacky v ptislusném mnozstvi dH-O.

SloZeni PBS pufru:

NazHPO; - 12H,0 2,897 g/l
KCI 0,2 g/l
NaCl 8/l
KH2PO4 0,24 g/l

Priprava fosfatového pufiru (100 mM, pH 7,4)

Pro pfipravua 100mM fosfatového pufru bylo na predvazkdch navazeno 3,522 ¢
NaH2PO4:2H20 a 27,728 g Na;HPO4-12H>0. Toto mnozZstvi bylo nasledné kvantitativné
pievedeno do sklenéné zasobni lahve a obsah navazky byl doplnén 11 dH20. Smés byla
nasledné rozpus§téna na magnetické michacce a pH bylo zkontrolovano pomoci pH-metru.

Priprava fyziologického roztoku

Fyziologicky roztok byl ptipraven jako 0,9% roztok NaCl. Na ptredvazkach bylo navazeno 9 g
NaCl, které bylo kvantitativné prevedeno do sklenéné zasobni lahve a nasledné rozpusténo
v 1 1dH20. Roztok byl fadné promichan.

Priprava glycinového pufru (100 mM, pH 8,6)

Pro ptipravu 100mM glycinového pufru bylo navaZeno 7,5 g glycinu na ptedvazkach,
mnozstvi bylo kvantitativné pfevedeno do sklenéné zasobni lahve a nasledné byl glycin
rozpustén v 11 dH20 pomoci magnetické michacky. pH rotoku bylo zkontrolovano pH-
metrem.
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Priprava citratového pufru (100 mM, pH 5)

Nejprve byl piipraven roztok A obsahujici 21 g kyseliny citronové v 1 | dH20. Nasledné byl
pfipraven roztok B obsahujici 29 g dihydratu citranu trisodného v 1|1 dH20. Pro pH 5 bylo
smichano 350 ml roztoku A s 650 ml roztoku B do sklenéné zasobni lahve a pH bylo
zkontrolovano pomoci pH metru.

Priprava octanového pufru (100 mM, pH 4)

Pro ptipravu 100mM octanového pufru bylo na piredvazkach navazeno 3,28 g octanu sodného,
ktery byl nasledné kvantitativné pfeveden do 200 ml odmérné banky. Octan sodny byl
rozpustén v dH20, bylo pfidano 2,3 ml kyseliny octové a zbyly objem byl doplnén dH20O.
Ze vzniklého roztoku bylo odebrano 50 ml do 11 odmérné baniky a dH20 byl roztok doplnén
do % objemu odmérné banky. Pomoci kyseliny octové bylo upraveno pH na hodnotu 4.
Po tpravé pH byl objem doplnén po rysku dH20, promichan a pielit do sklenéné zasobni
lahve.

Priprava Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4)

Na piedvazkach byl navazen tris(hydroxymethyl) pro pozadovanou koncentraci 6,059 g/l.
Navazka byla nasledné kvantitativné pfevedena do 11 odmérné bainky a doplnéna do %
objemu dH20. Pomoci magnetické michacky byla navazka rozpusténa a 3M HCI bylo
upraveno pH na hodnotu 7,4 pomoci pH-metru. Po tpravé pH byl objem doplnén po rysku
dH20, promichan a pielit do sklenéné zasobni lahve.

3.4.2 Priprava vzorki bakterialnich kultur

Vybrané bakterialni kmeny byly kultivovany dle Kkapitoly 3.3 a narostlé kultury byly
odebirany Vv riznych ¢asech v zavislosti na experimentu. Kultivované bakterie byly pievedeny
do centrifugaénich zkumavek a staceny po dobu 5 min pii 5 000 rpm. Supernatant byl slit
a k sedimentu bunék bylo ptidano 5 ml dH20O za ucelem promyti bakterialnich bun¢k od MRS
média. V promyvacim kroku byly bakterialni buniky pomoci pipety rozsuspendovany v dH>O
a opét centrifugovany po dobu 5 min pifi 5000 rpm. Supernatant byl opét slit a finalni
sediment buné€k byl pipetou rozsuspendovan v destilované vode¢.

Bakterie byly promyvany dH20 na zakladé informaci ze studie Kinoshita a kol. [89].
Zminéna studie dospéla k zavéru, Ze promyvani bakteridlnich bun¢k PBS pufrem vyznamné
snizuje adheren¢ni vlastnosti probiotickych bakterii oproti promyvani dH20. Z tohoto divodu
byla pro dal$i experimenty vzdy pouzivana dH2O pro promyvani bakterialnich suspenzi.

3.4.3 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a sedimentace vybranych bakterii

Pro sjednoceni optické hustoty (ODsoo) pro vsechny vybrané bakterialni kmeny bylo nejprve
uréeno, zda je mozné povaZzovat absorbanci pii vlinové délce 600 nm za koncentraci
bakterialnich bun¢€k v roztoku. Pro experimenty zahrnuté v této kapitole byla jako modelova
bakterie vybrana bakterie mlécného kvaseni (BMK) L. rhamnosus, ktera sdili podobnost
s ostatnimi BMK vyuzivanymi v ramci experimentalni ¢asti prace. Bakterie L. rhamnosus
byla kultivovana viz kapitola 3.3 a jeji zasobni vzorek byl pfipraven viz kapitola 3.4.2.
Zasobni roztok vzorku L.rhamnosus byl postupnym fedénim dH.O upraven na hodnotu
absorbance 2,50 pti 600 nm oproti dH20 jako blanku. Déle byly ur¢eny teoretické hodnoty
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absorbance roztokt na 2,50; 2,25; 2,00; 1,75; 1,50; 1,25; 1,00 a 0,5 a nasledné byly zminéné
roztoky pfipraveny fedénim ze zasobniho roztoku. U takto piipravenych vzorki byly
na nanofotometru, Implen, P 300 proméfeny experimentalni hodnoty absorbance, které byly
nasledné vyneseny do zavislosti experimentalnich absorbanci na teoretickych hodnotach
absorbance.

Hodnota absorbance je vzdy ovliviiovana rychlosti sedimentaci vzorku v kyveté.
Pro experimentalni stanoveni sedimentace bakterialni suspenze L. rhamnosus byly postupnym
fedénim pfipraveny vzorky o absorbanci 2,25; 1,75 a 1,25 méfené pii 600 nm oproti dH.O
jako blanku. Rychlost sedimentace byla stanovovana proméienim absorbance daného vzorku
po dobu 1 h v intervalu 10 min.

3.4.4 Pilotni stanoveni rozpustnosti mucinu

V prvnim kroku ke stanoveni rozpustnosti mucinu byly vybrany 4 koncentrace (0,1 mg/ml;
0,5 mg/ml; 1 mg/ml a 1,5 mg/ml) mucinu inspirovany studii Shi a kol. [90]. Pfislusné navazky
mucinu byly navazeny na analytickych vahach do centrifuga¢nich zkumavek a rozpustény
fadnym protiepanim v PBS pufru (Shi a kol. [90]). Z takto pfipravenych zasobnich vzorka
mucinu byly pfipraveny jednotlivé vzorky pro spektrofotometrické stanoveni ODsgoo.
Jednotlivé vzorky byly vystaveny inkubaci po dobu 1 h, 2 h s 3 h na vytemperované tiepacce
na 37 °C. V case nula a v jednotlivych casech inkubace byly vzorky odebirany a byla
prométena jejich ODesgo oproti PBS pufru jako blanku.

3.4.5 Priprava roztoku mucinu

Na zaklad¢ vysledku z pilotniho experimentu rozpustnosti mucinu byl mucin pro nadchazejici
experimenty  vzdy  pfipravovan  ve  sterilnich  centrifuga¢nich  zkumavkach
na programovatelném rotatoru (20 rpm), ktery byl umistén ve vytemperované tfepacce
na 37 °C viz obr. 11a). Mucin byl vzdy rozpoustén ve sterilnim pfislusném roztoku ptes noc.
Na zaklad¢ informaci [93] mél byt rozpustény mucin mlééné zbarveny, coz bylo potvrzeno
viz obr. 11b).

Obr. 11: a) aparatura k rozpousténi mucinu, b) mlécné zabarveny roztok mucinu.

3.4.6 Stanoveni absorp¢niho spektra mucinu
Zasobni roztoky mucinu byly piipraveny v PBS pufru ve 4 koncentracich (0,1 mg/ml;
0,5mg/ml; 1mg/ml a 15mg/ml) do -centrifuganich zkumavek viz Kkapitola 3.4.5.
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Ze zasobnich roztokll mucinu bylo odpipetovano potiebné mnozstvi do mikrozkumavek typu
Eppendorf. Takto pfipravené vzorky byly inkubovany na vytemperované tfepacce na 37 °C
po dobu 1 h, 2 h a 3 h. Vzorky odebrané v danych ¢asovych intervalech byly nasledné stoceny
(5min, 5000 rpm) a ze supernatatntu bylo odebrano 100 ul do 900 ul PBS pufru
v mikrozkumavkach. U vzorkt byla ve tfech sériich proméfena absorpéni spektra od 200 nm
do 500 nm ve kiemenné mikrokyveté oproti PBS jako blanku.

3.4.7 Studium adheze bunék na mucin

Zakladni kostrou metody stanoveni adheze bakterii na mucin bylo nejprve nutné ptislusné
mikroorganismy nakultivovat ze zdrojovych kultur viz kapitola 3.3. Nasledné byl pfipraven
roztok mucinu o koncentraci 1,5 mg/ml v ptislusnych optimaliza¢nich roztocich viz kapitola
3.4.5. Bakterialni kultury byly odebirany ve stacionarni fazi kultivace a jejich vzorky byly
ptipraveny Vviz kapitola 3.4.2. U vzorkt bakteridlnich kultur, bylo vzdy nastavené ODeoo
na hodnotu 1,75. Z takto pfipravenych bakterialnich kultur bylo odebrano ptislusné mnozstvi
bakteridlni kultury do mikrozkumavek typu Eppendorf a nasledné byly kultury
centrifugovany (5 min, 5000 rpm). Supernatant byl odpipetovan a sediment bunék byl
smichan s roztokem mucinu v pfislusném poméru. Pfipravené vzorky byly inkubovany
na temperované tiepacce (80 rpm, 37 °C) a podminky inkubace byly inspirovany na zakladé
studie Shi a kol. [90]. Po inkubaci byly vzorky odebirany v riznych ¢asovych intervalech
a byly staceny na centrifuze (5 min, 5000 rpm). Ze vzorku byl vzdy odebiran supernatant,
ktery byl 10x zfedén v piislusném roztoku a byla proméiena jejich absorbance pii 260 nm
ve zuzené kiemené kyveté oproti pfislusnému roztoku jako blanku. Takto pfipravené vzorky
byly méfeny vzdy ve tfech sériich.

Roztok mucinu o koncentraci 1,5 mg/ml byl pfipravovan v pfislusném optimalizovaném
roztoku. Takto pfipraveny roztok mucinu byl vzdy méfen i jako kontrolni vzorek k bakterialni
adhezi na mucin a byl inkubovan, posléze stacen a spektrofotometricky méfen ve ttech sériich
za stejnych podminek jako studované vzorky.

3.4.7.1 Optimalizace metody

Pii optimalizaci metody byly ménény ridzné prametry metody viz tab. 3. Vzorky byly
pfipraveny a spektrofotometricky proméfeny viz kapitola 3.4.7. Taktéz byl pro jednotliva
méteni pripravovan kontrolni vzorek mucinu podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.7.

Tab. 3: Optimalizacni podminky.

Bakterie Bakterie:mucin  Cas inkubace Optimaliza¢ni roztoky
L. rhamnosus 1:1 10 min PBS pufr (pH 7,5)
L. plantarum 1:2 20 min Destilovana voda
1:4 40 min Fyziologicky roztok
60 min Tris-HCI pufr (50 mM, pH 7,4)
3h Glycinovy pufr (100 mM, pH 8,6)

Octanovy pufr (100 mM, pH 4)
Fosfatovy pufr (100 mM, pH 7,4)
Citratovy pufr (100 mM, pH 5)
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3.4.8 Stanoveni viability vybranych bakteridlnich kultur

Pomoci pratokové cytometrie byla stanovena viabilita mikroorganismi zminénych v kapitole
3.1.1 Bakterie byly kultivovany viz kapitola 3.3 a nasledné¢ byly kultury odebirany ve
stacionarni fazi kultivace. Jednotlivé bakterie ve sklenénych zkumavkach byly pipetou
rozsuspendovany a do eppenderfovy mikrozkumavky bylo odebrano 100 pl konkrétni
bakterialni suspenze. K takto odebranym bakteriim bylo ptfidano 900 pl vysterilizovaného
PBS pufru (pH 7,5). Vzorky bakterii s PBS pufrem byly Setrné zvortexovany a staceny
Vv centrifuze pti 5 000 rpm po dobu 2 min. Supernatant byl slit a k sedimentu byl pfidan 1 ml
PBS pufru a mikrozkumavky byly opét staceny za stejnych podminek. Tento postup byl
proveden jesté jednou a k finalnimu sedimentu byl jiz ptidan 1 ml PBS. K takto pfipravenému
vzorku bylo pfidano 5 pl roztoku propidium jodidu v dH20 (1 mg/m1). Nasledné byly vzorky
ponechény ve tmé po dobu 10 min, aby doslo k u¢innému obarveni a u takto pfipravenych
vzorkll byla proméfena viabilita bun€k na prutokovém cytometru (Apogee Flow Systems,
Apogee A50).

3.4.9 Verifikace metody pomoci vybranych bakterii

Za ucelem provéieni funkénosti adhezni metody na mucin byly pro kultivaci vybrany
bakteridlni kmeny viz kapitola 3.1.1. Tyto bakteridlni kmeny byly kultivovany, dale
upravovany a méteny podle postupu uvedeného v kapitole 3.3. Pro tento experiment byl navic
zvolen roztok mucinu (1,5 mg/ml) v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4), pro méfeni byl vzorek
bakterii smichan s roztokem mucinu v poméru 1:4 a jednotlivé vzorky byly inkubovany po
dobu 20 min (37 °C, 80 rpm). Taktéz byl pfipravovan kontrolni vzorek mucinu podle pustupu
uvedeného v kapitole 3.4.5.

3.5 Charakterizace vliva ovliviiujicich mikrobialni adhezi na mucin

Na zéklad¢ vysledkii z primarnich optimalizanich krokd byly vyvozeny mozné vlivy
ovlinujici adhezi probiotickych bakterii na mucin (viz tab. 4). Vzorky byly pfipraveny
a spektrofotometricky proméfeny viz kapitola 3.5, avsak pro tyto ucely byla jako modelova
bakterie zvolena pouze L. rhamnosus, byl vybran pomér piipravy vzorki 1:4, ¢as inkubace
vzorkl byl stanoven na 20 min a roztok mucinu byl pfipravovan v Tris-HCI pufru.

3.5.1 Vliv koncentrace mucinu p¥i kultivaci L. rhamnosus

Pro stanoveni vlivu koncentrace mucinu na adhezi probiotickych bakterii k mucinu byl
na analytickych vahach pfipraven mucin o koncentracich uvedenych v tab. 4. Jednotlivé
koncentrace mucinu, byly néasledné sterilizovany UV zafenim v lamindrnim boxu po dobu
1 h. Do vysterilizovanych zkumavek bylo rozpipetovano 10 ml vysterilizovaného MRS média
(55,15 g/1). Nasledné byla do zkumavek prevedena ptislusna koncentrace sterilniho mucinu
a k takto obohacenému médiu byl pfidan 1 ml L. rhamnosus ze zdrojové kultury. Takto
piipravené vzorky byly kultivovany a déale upravovany a méfeny podle postupu uvedeného
v kapitole 4.2.1 Pro tento experiment adheze L.rhamnosus k mucinu byl zvolen roztok
mucinu (1,5 mg/ml) v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4).
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3.5.2  VIliv teploty inkubace na adhezni vlastnosti L. rhamnosus

DalSim experimentem, bylo stanoveni teploty pusobici na bakteric béhem jejich inkubace
s mucinem. Vzorky byly pfipraveny a prométeny viz kapitola 3.5.2, avSak byla prométfena
Skala teplot uvedena v tab. 4.

3.5.3 Vliv pH a iontové sily prostiedi na adhezni vlastnosti L. rhamnosus

Poslednim vybranym vlivem, ktery mohl ovliviiovat adhezi bakterii na mucin byla iontova
sila a pH Tris-HCI. Roztok mucinu byl pfipraven v Tris-HCI pufru viz kapitola 3.4.5, nicméné
Vv zavislosti na vybranych parametrech experimentu (tab. 4). Pomoci pH-metru upravované
pH a postupnym fedénim z 1 M roztoku byla upravovana iontova sila Tris-HCI pufru.
Nasledné byly vzorky ptipraveny a prométeny viz kapitola 3.5.3.

Tab. 4: Prehled testovanych parametrii ovliviwujicich adhezi mikrobidalnich bunék na mucin.

Cmucinu pFi Kultivaci Teplota inkubace ~ pHrris-Hel Tontova silatris-Hcl
[mg/ml] [°C] [-] [mol/l]
0,05 25 6 0,01
0,2 30 7 0,025
0,4 37 7,4 0,05
0,6 42 8 0,1
0,8 47 9 0,5
1
1,5

3.6 Charakterizace adheze L. rhamnosus v riaznych fazich kultivace

Pro tento experiment probihala pfiprava vzorkli a jejich nasledné proméieni dle postupu
uvedeného v kapitole 3.4.7. Jako modelovy mikroorganismus byl zvolen L.rhamnosus.
Roztok mucinu (1,5 mg/ml) byl ptipraven v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4). Bakterialni
kultury byly odebirany v ¢asovych intervalech 4 h, 8 h, 12 h, 24 h, 48 h, 72 h a 96 h kultivace.
Pro méteni byl vzorek bakterii smichédn s roztokem mucinu v poméru 1:4 a jednotlivé vzorky
byly inkubovany po dobu 20 min (37 °C, 80 rpm). Taktéz byl pfipravovan kontrolni vzorek
mucinu podle postupu uvedeného v kapitole 3.4.7.

3.6.1 Gravimetrické stanoveni ristové kiivky L. rhamnosus

Pro gravimetrické stanoveni rustové kiivky byly nejprve po dobu 24 h vysuseny Vv inkubatoru
centrifuga¢ni zkumavky pii 60 °C. Jako modelovy organismus byl vybran L. rhamnosus jehoz
kultivace probihala dle postupu v kapitole 3.3 a nasledné byly vzorky L. rhamnosus odebirany
v ¢asovych intervalech Oh, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h a 96h kultivace.
Z nakultivovanych kultur bylo odpipetovano 5 ml do prfedem zvazenych a vysuSenych
centrifuga¢nich zkumavek a to vzdy ve dvou sériich. Odebrané vzorky byly centrifugovany
pii 5000 rpm po dobu 5 min, supernatant byl slit a k sedimentu bylo pfidano 5 ml dHO.
Po Setrném rozsuspendovani smési na vortexu byly zkumavky opét stoceny za stejnych
podminek. Supernatant byl opét slit a zkumavky byly vlozeny do inkubatoru
vytemperovaného na 60 °C a suSeny do konstantni hmotnosti. Takto vysusené zkumavky byly
nasledné opét zvazeny na analytickych vahach a bylo stanoveno mnozstvi biomasy (g/1).
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3.7 BATH metoda

Pro BATH metodu (inspirovana Riihs a kol. [14]) byla vybrana jako modelova bakterie
L. rhamnosus, jejichz kultivace probihala dle postupu kapitoly 3.3. Nasledn¢ byly narostlé
kultury odebirany vzdy ve stacionarni fazi kultivace nebo v zavislosti na testovanych
podminkach shrnutych v tab.5. Takto odebrané bakterialni bunky byly pfevedeny do
centrifuga¢nich zkumavek a staeny v centrifuze pii 5 000 rpm po dobu 5 min. Supernatant
byl slit a k bunéénému sedimentu byla ptidana dH20 za G¢elem promyti. Bakterialni bunky
byly pipetou rozsuspendovany a za stejnych podminek opét stoceny. Supernatant byl opét slit
a k sedimentu bunék byl piidan Tris-HCI pufru viz podminky v tab. 5.

Tab. 5. Podminky BATH experimentii

Cas kultivace PHTris-HCl Iontova silaTris-Hcl
[h] [] [mol/l]
4 6 0,01
8 7 0,025
12 7,4 0,05
24 8 0,1
48 9 0,5
72 1
96

Pro spektrofotometrické stanoveni procentualniho mnozstvi bakterii naabsorbovanych
na rozhrani fazi byly zvoleny tii koncentrace bakterii: ODgoo cca 2,25; 1,75 a 1,25. Nasledné
byly bakterialni vzorky v Tris-HCI pufru smichany s hexadekanem, jakozto hydrofobni fazi,
v poméru 1:1. Smés byla dale vortexovana po dobu 2 min, a poté byly vzorky ponechany
Vv klidu po dobu 15 min za G€elem ustaleni mezifdzového rozhrani. Pomoci injekéni stiikacky
byla odebrana vodna faze (spodni) do kyvety, tak aby se nevytvofily bubliny a absorbance
vzorku byla proméfena na nanofotometru, Implen, P 300. Piechod bakterialnich bunék mezi
fazovymi rozhranimi bylo mozné pozorovat i vizualné viz obr. 12.

C——

y \_7» a2
a) b) ) |

Obr. 12: Vizualni kontrola prechodu bakterii do hydrofobni faze: a) pred vortexovanim, b) po
vortexovani, c) ustdleni mezifazovych rozhrani.
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Stejnému postupu byly podrobeny 1 ostatni bakteridlni kmeny (viz kapitola 3.1.1), avSak
jejich ODeoo bylo stanoveno na hodnotu cca 1,25 a vzorky byly pripraveny v Tris-HCI pufru
(50 mM, pH 7,4). Na pristroji Zetasizeru Nano ZS byla u takto pfipravenych vzorkl (pred
BATH testem i po BATH testu) stanovena primérna distribuce velikosti ¢astic v bunécné
suspenzi pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS) a pomoci elektroforetického
rozptylu svétla (ELS) byl u téchto vzorkli prométen {-potencidl popisujici stabilitu bunééné
suspenze v daném prostiedi.

3.8 Stanoveni {-potencialu a priumérné distribuce velikosti vybranych
bakteridlnich kment a mucinu

Pomoci pfistroje Zetasizer Nano ZS byla metodou dynamického rozptylu svétla stanovena
prumérna distribuce velikosti ¢astic v bakteridlni suspenzi. Metodou elektroforetického
rozptylu svétla byl naméfen (-potencial bakterialnich bun¢k a mucinu. Obé metody probihaly
pii ménicim se pH roztoku v zavislosti na pouzitych bakteriich. Bakterie uvedené v kapitole
3.1.1 byly kultivovany dle kapitoly 3.3 a nasledné¢ odebirany ve stacionarni fazi kultivace.
Bakterie ve sklenénych zkumavkach byly pievedeny do centrifugacnich zkumavek a staceny
v centrifuze (5 000 rpm, 5 min). Supernatant byl slit a k bunéénému sedimentu byla pfidana
destilovana voda a bunky byly za stejnych podminek opét sto¢eny. Supernatant byl opét slit
a k sedimentu bun¢k byl pfidan Tris-HCI pufru 0 50mM iontové sile a pH v zavislosti
na vybrané bakterii. U takto pfipravenych bakterialnich suspenzi bylo nastavené pro 10 ml
roztoku ODeoo na cca 0,1.

Z vysledkt BATH méfteni {-potencidlu bakteridlnich bun¢k bylo optimalizované pH Tris-
HCI na hodnotu 8,5 pro L. acidophilus a L. casei a pro ostatni bakterie byl pfipraveny Tris-
HCI pufr o hodnoté pH 6. Z téchto pocatec¢nich hodnot pH roztoku bakterialni suspenze bylo
pH snizovano pomoci fizené¢ho ptidavku 1M HCI na hodnotu pH 1 s krokem 0,5. Hodnota pH
a tedy i izoelektricky bod bakterialni suspenze byl stanovovan prostiednictvim automatického
titratoru. Nejprve byla ve vzorku proméfena distribuce velikosti ¢astic a nasledné C-potenciél
vzdy ve tfech sériich méteni.

Stanoveni izoelektrického bodu mucinu bylo proméfeno vySe uvedenym postupem, avSak
vzorek mucinu byl ptipraven viz kapitola 3.4.5 v prostiedi Tris-HCI pufru (50 mM, pH 8,5).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Optimalizace metody adheze probiotickych bakterii na mucin

Zakladnim ptedpokladem adheznich experimenti bylo, Ze vybrané bakterialni kmeny adheruji
na hlavni slozku hlenu v gastrointestindlnim traktu — mucin. Po inkubaci mucinu
s bakterialnimi buiitkami byl mucin adherovany na bakteridlni bunky spole¢n¢ s buinikami
odseparovan $etrnou centrifugaci a v supernatantu pak byla spektrofotometricky stanovena
koncentrace tzv. volného mucinu, tedy mucinu ktery se na buiniky nenavazal. V kazdé sérii
méfeni byl pochopitelné zafazen také kontrolni vzorek bez bakteridlnich bunék. Na obr. 13
muzeme vidét zakladni experimentalni strategii pii optimalizaci testi adheze na bakterialni
bunky, kdy byla optimalizovana cela fada parametrti — viz dale.

Micin Rozpustnost mucinu a Pilotni test s vybranymi
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Takto optimalizovani metoda byla dile aplikovina pro stanoveni vlivi ptisobicich na mikrobiilni adhezi k
mucinu a k verifikaci metody pomoci dalsich probiotickych ¢i potenciilné probiotickych bakterii.

Obr. 13: Optimalizacni schéma metody adheze probiotickych bakterii na mucin (obrdzek
mucinu [94]).

4.1.1 Stanoveni koncentrace a rychlosti sedimentace bakterialnich bunék ve vzorku

Pro spektrofotometrické méteni adheze bakterii byla nejprve urcena korelace mezi absorbanci
pii 600 nm a koncentraci bakterialnich bunék v roztoku. Vzorky modelového mikroorganismu
L. rhamnosus byly pfipraveny podle popisu v kapitole 3.4.3 a méfeni bylo provedeno taktéz
podle popisu v kapitole 3.4.3 na nanofotometru, Implen, P 300 v plastovych kyvetach.
Ziskana data byla vynesena jako zavislost experimentalnich absorbanci na teoretickych
viz obr. 14. Na zakladé vysokého korela¢niho koeficientu je mozné absorbanci bunétné
suspenze povazovat za umernou ke koncentraci bunék v roztoku.

Nasledné byla stanovena rychlost sedimentace bakteridlnich bun€k. Pokud by bunky
vyrazn¢ sedimentovaly, tak by dochazelo k ovlivnéni hodnoty absorbance ve vzorku
umisténého v kyveté. Proto byly pfipraveny a prométeny vzorky viz kapitola 3.4.3 na pfistroji
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nanofotometru, Implen, P 300 a ziskané experimentalni hodnoty absorbance byly vyneseny
do grafické zavislosti absorbance na ¢ase viz obr. 15. Z experimentalniho stanoveni je patrné,
ze L. rhamnosus vyrazné nesedimentoval, a tedy neni nutné méfit bakterialni suspenze ihned
po odebirani vzorku, aniz by se ovlivnila hodnota absorbance.
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Obr. 14: Stanoveni korelace mezi Obr. 15: Sedimentacni krivky L. rhamosus.

experimentdlnimi a teoretickymi hodnotami
absorbance pro L. rhamnosus.

Data byla ziskana pouze pro modelovou bakterii L. rhamnosus. Nicméné zavéry z téchto
experimentll byly aplikovany i pro ostatni pouzité bakterie, protoze v této diplomové praci
jsou pro experimenty vybrany pouze gram-pozitivni bakteric mlééného kvaseni, které sdili
podobnost v morfologii véetné velikosti.

4.1.2 Spektrofotometrické stanoveni rozpustnosti mucinu

Vzorky pro stanoveni rozpustnosti mucinu byly pfipraveny a prométeny viz kapitola 3.4.4
pomoci nanofotometru, Implen, P 300. Stanovovana byla absorbance pii 600 nm,
kterd poskytuje informaci o pfitomnosti nerozpusSténych agregati mucinu. Na zékladé
ziskanych experimentalnich dat uvedenych na obr. 16. bylo stanoveno, Zze pouhé protiepani
pro rozpustnost mucinu neni dostacujici. Jelikoz se zvySujicim se ¢asem inkubace roztoku
mucinu se snizovala hodnota absorbance, dochazelo tedy i nadale k rozpousSténi mucinu.
Inkubace vzorkti mucinu probihala pfi teploté 37 °C, proto i tato teplota byla pouzita pro dalsi
ptfipravu vzorkd. Aby bylo rozpousténi jesté¢ vice podpofeno, tak byly vzorky umistény
do rotatoru (aparatura viz kapitola 3.4.5).
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Obr. 16: Spektrofotometrické stanoveni rozpustnosti roztoku mucinu v PBS pufru (pH 7,5).

4.1.3 Spektrofotometrické stanoveni absorpéniho spektra mucinu

Metoda stanovujici adhezi probiotickych bakterii je zalozena na spektrofotometrickém meéteni
ubytku mucinu po inkubaci s probiotickymi mikroorganismy, a proto bylo nutné stanovit
absorpéni maximum mucinu. V ramci zminéného experimentu byly proméfeny vzorky
mucinu 0 4 koncentracich podle postupu v kapitole 3.4.6 pomoci nanofotometru, Implen,
P 300. Priklad ziskaného absorp¢niho spektra mucinu o koncentraci 1,5 mg/ml je uveden
na obr. 17.
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Obr. 17: Absorpcni spektrum mucinu (1,5 mg/ml) v PBS pufru (pH 7,5).

Mucin z prasec¢iho zaludku Typu I, pouzivany v pfedlozené praci, je glykoprotein slozeny
220 % proteinu a zbyvajici procento tvoii prevazné¢ polysacharidy slozené z N-
acetylgalaktosaminu, N-acetylglukosaminu a kyselina sialové. Je obecné znamo, ze u proteint
v UV oblasti vyznamné absorbuji aromatické aminokyseliny a vykazuji dvé absopéni
maxima, které jsou patrny i na obr. 17. Prvni absorpéni maximum proteint je v rozmezi 200—
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230 nm, druhé pak pii cca 280 nm. Jelikoz se v pifipadé mucinu nejedna o Cisty protein,
ale o glykoprotein, tak mohou byt maxima mirné¢ posunuta vlivem ostatnich skupin.
Na zaklad¢é absorpcniho spektra byla pro métfeni absorbance mucinu stanovena vinova délka
260 nm. Vybrané absorp¢ni maximum bylo navic potvrzeno studii Sunoqgrot a kol., ktefi se
zabyvali mucinovymi obaly pokryvajici nanocéstice a stejné¢ jako v této metod¢ mefili
absorpci nenavazaného mucinu (z praseciho zaludku Typu III) po adsorpci na nanocastice
pii 263 nm [95].

Jak jiz bylo vySe uvedeno, absorp¢ni spektra byla prométena pro 4 vybrané koncentrace
mucinu. V tab. 6 jsou pro demonstraci zvySujici se absorbance s koncentraci mucinu uvedeny
absorbance pti vybrané vinové délce 260 nm. Na zaklad¢ obr. 18 byla stanovena linearni
zavislost mezi hodnotami absorbance a koncentracemi mucinu. Zavislost byla sestrojena z dat
naméfenych pii 1 h inkubaci, ale stejny trend se uplatnil i ve zbyvajicich ¢asech. Na zakladé
korelacniho koeficientu lze fici, ze hodnota absorbance pii 260 nm reflektuje mnozstvi
mucinu ve vzorku, proto byla nasledné pro dalsi stanoveni vyuzivana. Uvedené hodnoty jsou
pouze demonstracni, protoze hodnota absorbance mucinu byla vzdy meéfena v Case
jako kontrola, ke které byly procentualni vysledky adheze bakterii k mucinu vztahovany.

Tab. 6. Hodnoty absorbanci mucinu pri riznych koncentracich.

Aze0 [-]

Cmucin [M@/mI]  Inkubace podobu1h  Inkubace po dobu 2 h Inkubace po dobu 3 h
0,1 0,036 + 0,002 0,031 + 0,007 0,041 + 0,008
0,5 0,078 + 0,002 0,094 + 0,010 0,094 + 0,006

1 0,150 + 0,007 0,176 + 0,001 0,181 + 0,006
15 0,205 + 0,004 0,200 + 0,003 0,217 + 0,006
0,25 -
0,20 - X
sl 0,15 . X/’
<’?0,10 1 .
%
0.05 4 L R2=0,963
1 X //
0,00 +— . . . .
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Obr. 18: Kalibracni zavislost absorbance mucinu a jeho koncentrace po 1 h inkubaci.
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4.1.4 Pilotni experiment adheze vybranych probiotickych bakterii na mucin

Podminky pro pilotni experiment byly inspirovany studii Shi a kol. [90]. Vzorky byly
ptipraveny viz kapitola 3.4.4 a z primarnich optimaliza¢nich kroku (tab. 3) byl vybran jako
modelovy organismus L.rhamnosus a L. plantarum, vzorky bakterii a mucinu byly
pfipraveny v poméru 1:1, roztok mucinu byl pfipraveny v PBS pufru a inkubace
na temperované tiepacce probihala po dobu 3 h. Adheze probiotickych mikroorganismi
k mucinu byla poc¢itana oproti kontrolnimu roztoku mucinu podle rovnice:

Adheze [%] — 100 . [l_ AZGO,neadsorbovanymucin ] ’ (6)

60, mucin

kde A260, neadsorbovany mucin predstavuje hodnotu absorbance mucinu po inkubaci s piislusnou
probiotickou bakterii, Azeomucin piedstavuje kontrolni hodnotu mucinu meéfenou v cCase
S experimentem.

Pii 3h kultivaci nedochazelo k zadné adhezi probiotickych mikroorganismi na mucin
v PBS pufru (viz tab. 7). Absorpce mucinu pii 260 nm se zvySovala spolu se zvySujici se
koncentraci. Pro inkubaci bakterialnich bun¢k s mucinem byla zvolena teplota 37 °C, pfi které
jsou i probiotické bakterie kultivovany, a pti inkubaci po dobu 3 h mohlo dochazet k dalsimu
déleni bakterii. Tyto bakterie mohly syntetizovat extraceluarni proteiny, které se nasledné
dostaly do supernatantu po centrifugaci, kde zvysily absorbanci. Nebo mohlo v procesu
centrifugace dojit k naruseni déleni bun€k a nékteré buiky mohly popraskat tak, ze jejich
bunény obsah se dostal do supernatantu po centrifugaci ¢imz se zvysila absorbance oproti
kontrolnimu mucinu.

Tab. 7: Adheze L. rhamnosus a L. plantarum po inkubaci s mucinem po dobu 3 h.

Az60 i i A260 i i
, MUC po inkubaci s Adheze , MUC po inkubaci s

Cmuc A260, MUC Adheze
[mg/ml] [-] [LFi [%6] EP] [%0]
0,1 0,036 + 0,008 0,450 + 0,009 - 0,156 + 0,003 -
0,5 0,088 + 0,006 0,305 + 0,007 - 0,144 + 0,003 -
1 0,169 + 0,006 0,260 + 0,004 - 0,215 + 0,004 -
15 0,207 + 0,006 0,328 + 0,004 - 0,310 + 0,002 -

MUC - mucin, LR — L. rhamnosus, LP — L plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Z téchto vysledkt bylo uréeno, Ze ¢as inkubace byl moc dlouhy. Je mozné predpokladat,
ze adheze bakterii na mucin by méla probéhnout v krat§im ¢asovém intervalu vV ramci minut.
Byly tedy zvoleny nové cCasy inkubace a to 10 min, 20 min, 40 min a 60 min.
Z experimentalnich dat byla také vybrana koncentrace mucinu na 1,5 mg/ml, protoze hodnota
absorbance vykazovala nejmensi rozdil s hodnotami absorbance neadsorbovaného mucinu.

4.1.5 Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byly pfipraveny a prométeny vzorky podle postupu uvedeného
v kapitole 3.4.7.1. Optimalizace byla uskute¢néna pomoci dvou modelovych organismu
L. rhamnosus a L. plantarum, pii riznych casech inkubace, v rdzném prostfedi mucinu
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a vzorky obsahujici bakterie, mucin byly pfipraveny v riznych pomérech (viz tab. 3). Méfeni
probihalo prostiednictvim nanofotometru, Implen, P 300. ZvySeni mnozstvi mucinu
ve vzorku oproti bakteriim bylo stanoveno na zakladé piedpokladu, Ze iza fyziologickych
podminek budou bakterie pii adhezi obklopovany zvySenym obsahem mucinu v GIT.
Procentudlni adheze bakterii byla stanovovana oproti kontrolnimu roztoku mucinu podle
rovnice (6).

V destilované vod¢ (tab. 8) nebyla potvrzena predikce zvySeného mnozstvi mucinu oproti
bateriim a u vybranych modelovych bakterii nedochazelo k zadné vyznamné adhezi. Mala
adheze byla patrna pouze pii vySSich Casech inkubace bakterii s mucinem. U vétSiny
zkoumanych pufra¢nich systému k adhezi dochazelo, proto je mozné, Ze bakteric k adhezi
na mucin potiebuji pfitomnost iontd, aby se podpofily riizné specifické i nespecifické
interakce. Stejné vysledky jako v dH20 byly ziskany i v prostiedi citratového pufru (tab. 9)
kde navic velmi malou adhezi prokazoval pouze L.rhamnosus a to pii vysSich teplotach
inkubace. V prostiedi PBS pufru (tab. 10) dochazelo k mirné adhezi pouze u L. rhamnosus
s mucinem v poméru 1:4. Tyto vysledky ¢asteéné potvrzuji vysledky z pilotniho experimentu
v PBS pufru, kde byly vzorky bakterii s mucinem pfipravovany pouze v poméru 1:1 a kK zadné
adhezi nedochazelo. ZvySeni poméru bakterii ku mucinu na 1:4 ovlivnilo 1 adhezi
ve fosfatovém pufru (tab. 11) a fyziologickém roztoku (tab. 12). Ve zminénych roztocich
dochazelo kromé adheze L.rhamnosus i k adhezi L.plantarum k mucinu. Hlavné
fyziologicky roztok podporoval adhezi L. plantarum k mucinu, avsak u L. rhamnosus jiz
Kk nijak vyznamnym adhezim za téchto podminek nedochéazelo. Z vysledkd adheze v prostredi
glycinového pufru (tab. 13) si Ize povS§imnout, jak mnozstvi mucinu piitomného ve vzorku
ovliviiuje adhezi. Adheze L. rhamnosus i L. plantarum se v riznych ¢asech kultivace zvysila
pii poméru bakterie ku mucinu na 1:4 oproti vzorkiim, které byly pfipraveny v poméru 1:2.
Stejny trend u L. rhamnosus lze vidét i v prostiedi octanového pufru (tab. 14). V prostiedi
Tris-HCI (tab. 15) dochazelo k nejvyznamnéjsi adhezi L. rhamnosus, ktera se pohybovala
kolem 40 % v poméru 1:4 pii vSech zkusebnich Casech kultivace, avsak u druhé modelové
bakterie L. plantarum dochazelo pouze k malé adhezi na mucin.

Tab. 8: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu Vv prostiredi dH>0.

Adheze [%)] bakterii s mucinem v prostiedi dH20 (pH 7)

LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

t [min] 1:1 1:2 1:4 1:1 12 1:4
10 ] . ] i i i
20 ] ] ] ] ] ]
40 ] ; ; 422 +0,01 ; ]
60 3114002 ] ] 1,33+ 0,01 ; ]

MUC - mucin, LR — L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

52



Tab. 9: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu Vv prostiedi citrdtového pufiru.

Adheze [%] bakterii s mucinem v citratovém pufru (100 mM, pH 5)

LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

t[min] 1:1 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 ] i i i i i
20 - i i i i i
40 ; 2,16+ 0,03 i i i i
60 ; i 2,84 + 0,02 i i i

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Tab. 10: Primadrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu v prostredi PBS pufru.

Adheze [%] bakterii s mucinem v PBS pufru (pH 7,5)

LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

timin] 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 ] - - ] ] i
20 ; ; 3,60 + 0,01 ; ; i
40 ; ; 3,52 + 0,01 ; ; i
60 ; ; 2,354 0,01 ] ] i

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Tab. 11: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu v prostiedi fosfatového pufru.

Adheze [%] bakterii s mucinem ve fosfatovém pufru (100 mM, pH 7,4)

t [min] LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC
1:1 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 - - 9,22 +0,01 - - 10,97 £ 0,01
20 - - 1,15+ 0,01 - - -
40 - - 13,18 £+ 0,01 - - -
60 - - 6,31+ 0,01 - - -

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Tab. 12: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu v prostiedi fyz. roztoku.

Adheze [%] bakterii s mucinem Ve fyziologickém roztoku (0,9 % NacCl)

t [min] LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC
1:1 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 - - - - - 15,54 £ 0,01
20 6,39+0,01 4,34+0,01 - - - 13,84 £ 0,01
40 - - - - - 12,57 +£0,01
60 - 11,24+0,01 1,12+0,01 - - 11,96 £ 0,01

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu
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Tab. 13: Primarni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu vV prostredi glycinového pufru.

Adheze [%)] bakterii s mucinem Vv glycinovém pufru (100 mM, pH 8,6)

LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

timinl 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 ] 6,25+-0,01 19,33 +0,01 i 386001 690001
20 - - 11,94 + 0,01 i 226+0,01 11,32+ 0,01
40 ; 1,64+001  6,560,01 i ; i
60 ; 851+001 562001 i ; i

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Tab. 14: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu v prostredi octanového pufiu.

Adheze [%)] bakterii s mucinem Vv octanovém pufru (100 mM, pH 4)

LR:MUC LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

tminl - 1:2 1:4 1:1 1:2 1:4
10 ] 791+001 1356 =0,01 ] - 452+ 001
20 i 005+001 1804001 826 +0,02 i i
40 i 5724001 9,09 0,02 i i i
60 i 310+0,01 657004 - - i

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Tab. 15: Primdrni optimalizace pro adhezi baterii k mucinu v prostiedi Tris-HCI pufru.

Adheze [%)] bakterii s mucinem v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4)

LR:MUC  LR:MUC LR:MUC LP:MUC LP:MUC LP:MUC

timinl 12 14 11 1:2 1:4
10 i - 41,67 + 0,02 . . -
20 ; ; 42,03+ 0,01 ] ] 2,37+ 0,02
40 ] ] 50,36 + 0,01 ; ] ]
60 ] ] 4674+ 0,01 ; ; 1,11+ 0,01

MUC - mucin, LR - L. rhamnosus, LP — L. plantarum , [-] — bakterie nevykazovaly adhezi k mucinu

Primarni optimalizacni podminky poslouzily ke stanoveni podminek pro tuto metodu.
Zuvedenych vysledkii byl stanoven Tris-HCl pufr jako prosttedi pro dalsi adhezni
experimenty, a to z davodu nejvyssi procentualni adheze L.rhamnosus k mucinu.
L. rhamnosus byl tedy vybran i jako modelova bakterie pro dal§i experimenty. Pfestoze
L. plantarum vykazoval vyssi adsorpci napiiklad ve fyziologickém roztoku, hodnoty
nedosahovaly tak vysokych procentudlnich adhezi jako v ptipadé L. rhamnosus v prostiedi
Tris-HCI. Pro dalsi méfeni byl vybran pomér 1:4 pii piipravé bakterialnich vzorkd
s mucinem. Z vyse uvedenych vysledktl je patrné, Ze tento zvySeny pomér mél souvislost
se zvysenou adhezi bakterii k mucinu, coz potvrdilo pogateéni predikci. Cas inkubace bakterii
s mucinem byl na zakladé vysledkd stanoven pro dalsi experimenty na dobu 20 min.
Ve vétsiné piipadd, a ani ve vybraném prostfedi Tris-HCI pufru, nehral cas inkubace nijak
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vyznamnou roli, ale aby bylo jisté, ze k adhezi bude skutecné dochazet, byl zvolen delsi
interval nez 10 min. Zaroven bylo z c¢asovych diavoda 20 min upfednostnéno
pted 40 a 60 minutami.

Na zakladé rozdilnych adheznich vlastnosti obou testovanych bakterii je mozné
konstatovat, ze adheze bude zéviset nejen na pH a iontové sile prostfedi, ale také na typu
pufrac¢niho systému, coz by mohlo byt predmétem dalSich experimentti. Navic je ze ziskanych
experimentalnich dat patrné, Ze povaha a intenzita interakci bakteridlnich bunék s mucinem je
siln¢ druhové specificka, protoze nebylo pravidlem, ze tam, kde dochazelo k adhezi
L. rhamnosus, dochazelo také k adhezi i druhé modelové bakterie L. plantarum.

4.2 Stanoveni moznych vlivi pusobicich na adsorbéni vlastnosti L. rhamnosus
Podminky metody ziskané v ramci optimalizace byly pouzity pro dalsi stanoveni. Nasledujici
experimenty byly vybrany za Géelem objasnéni riznych vlivi, které by mohly podporovat
nebo naopak snizovat adhezi. Dale bylo predmétem vybranych experimentt blize
charakterizovat mozné inkterakce prispivajici k mikrobialni adhezi na mucin. Vzorky, véetné
kontrolniho vzorku mucinu, byly vzdy pfipraveny a proméfeny (nanofotometru, Implen,
P 300) na zakladé postupu uvedeného Vv kapitole 3.5, avSak za definovanych podminek
uvedenych v kapitole 3.4.8.

4.2.1 Vliv mucinu p¥i kultivaci na adhezi L. rhamnosus k mucinu

Podle vySe optimalizované metody byl sestaven experiment zabyvajici se otdzkou, jestli jsou
probiotické bakterie schopny se v prubéhu kultivace adaptovat na pfitomnost mucinu, a tim
nasledné zvysit své adhezni schopnosti. Vzorky byly pfipraveny a proméfeny na zaklade
postupu uvedeného v kapitole 3.5.1 a procentualni adheze L. rhamnosus (LR) byla vypoc¢itana
podle rovnice (6) oproti kontrolnimu roztoku mucinu viz obr. 19.
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Obr. 19: Vliv mucinu ve fazi kultivace na adhezi L. rhamnosus (LR) k mucinu v prostredi Tris-
HCI pufru (50 mM, pH 7,4).
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Na obr. 19 jsou vyneseny hodnoty adheze v ptitomnosti riznych koncentraci mucinu
Vv kultivaci a pro lep$i znazornéni byla do grafu vnesena i prumérna adheze L. rhamnosus.
Primérna hodnota adheze L. rhamnosus byla vypocitana ze vSech experimentii mefenych
prostiednictvim optimalizované metody béhem diplomové prace. Z vysledkt 1ze usuzovat,
Ze neni patrna zadna korelace mezi adhezi a koncentraci mucinu béhem kultivace. Nicméné
obecné se ze ziskanych vysledkt, kde se adheze v pfitomnosti mucinu v kultivaci zvysila
oproti prumérné adhezi L.rhamnous zda, ze L.rhamnosus se adaptuje na mucin béhem
kultivace, coz zminovanou adhezi podporuje.

4.2.2 Vliv teploty inkubace L. rhamnosus s mucinem na adsorbéni vlastnosti

Teplotni profil pro inkubaci L.rhamnosus s mucinem byl nadefinovan nasledujicim
zpusobem. Pro experiment byla jednak zvolena pokojova teplota 25 °C, nasledné bylo
organismu. Dal§i studovanou teplotou bylo 37 °C (teplota lidského téla), 42 °C coZ je horni
Kriticka hranice funkce organismu a 47 °C jakozto demonstrace pfesahu komfortnich teplot
organismu. Procentualni adheze L.rhamnosus byla vypocitana podle rovnice (6) oproti
kontrolnimu roztoku mucinu (obr. 20). Ze ziskanych vysledkt je patrné, Zze pii nizkych
teplotdich k zadné vyznamné adhezi nedochazelo, avSak pii vysSich teplotach adheze
L. rhamnosus k mucinu byla procentualné vyznamna. Je zajimavé, ze L. rhamnosus pii 30 °C
zadnou adhezi nevykazoval, avSak pii opacné kritické hranici vykazoval adhezi nejvyssi.
Pravdépodobné tento vysledek bude dusledkem toho, ze na kultivaci probiotickych bakterii se
standardn¢ pouziva 37 °C, a tedy bakterie pravdépodobné uptednostiuji teplé prostredi.
Nicméné ve 47 °C jiz dochazelo k mirnému poklesu adheze a je pravdépodobné, Ze pii dalSim
zvySovani teploty by dochazelo k inhibici adheze bakterii. Vlivem vysoké teploty jiz mohlo
dojit k parcialni denaturaci proteinti podilejicich se na adhezi, které jsou piitomny jak
na bakteriich, tak ve struktufe mucinu.
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Obr. 20: Vliv teploty inkubace na adhezi L. rhmanosus na mucin v pritomnosti Tris-HCI pufru
(50 mM, pH 7,4).
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4.2.3 Vliv pH a iontové sily prostiedi na adsorb¢ni vlastnosti L. rhamnosus

Mezi interakce vyskytujici se pii adhezi probiotickych bakterii k mucinu jsou zahrnuty
specifické interakce skrz specializované organely nebo povrchové struktury a nekovalentni
interakce predstavujici elektrostatické interakce, hydrofobni efekt atd.

Elektrostatické interakce je mozné charakterizovat pomoci (-potencialu méfeného
na Zetasizeru Nano ZS (Malvern Instruments) prostiednictvim metody elektroforetického
rozptylu svétla. Pomoci této metody byl stanoven i izoelektricky bod (IEP) L. rhamnosus.
Jedna se o hodnotu pH, pfi které obaly bakterialnich bunék disponuji nulovym efektivnim
nabojem, tedy pocet kladné a zaporné nabitych skupin si je rovny. Méfeni bylo realizovano
viz postup uvedeny v kapitole 3.8. Pomoci kontinualni titrace (1 M HCI) byl proméfen (-
potencial od hodnoty pH cca 6,5 po 2 s krokem titrace 0,5 (obr. 21) Nasledn¢ byl za ucelem
blizsiho definovani IEP zvolen interval pH od 4,5 do 1 s krokem titrace 0,3 (obr. 22).
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Obr. 21: Stanoveni izoelektrického bodu Obr. 22: Stanoveni izoelektrickéhobodu
L. rhamnosus s krokem titrace 0,5. L. rhamnosus s krokem titrace 0,3.

Z kontinualni titrace s krokem 0,5 je patrné, ze IEP se bude pohybovat kolem hodnoty pH
3, coz koreluje s titraci s krokem 0,3, kde IEP bude pravdépodobné v pH 2,5. Pfi titraci
s menSim krokem stanoveni pH je patrné, ze bakterie byla vice ovlivilovana nartistem
kyselosti prostiedi, nez tomu bylo pii titraci s krokem 0,5. Jedno z moznych vysvétleni mize
byt to, ze vlivem pomalejSich ptidavkt 1M HCI v prostiedi jiz siln¢ kyselého pH dochéazelo
K ovlivnéni bunééné membrany. {-potencial na membrané mohl byt nestaly vlivem napf.
porusenim nativnich proteinovych struktur na bunééné membrané natolik, Zze nebylo mozné
presn¢é zaznamenat IEP. Nebo mohla byt bakterie schopna ménit pH ve svém intraceluarnim
prostoru, coz ovliviiovalo povrchovou strukturu regulacnich proteinti a nasledné méfeni (-
potencidlu na povrchu.

Zminénou metodou a postupem byl taktéz zméfen izoelektricky bod mucinu (Mucin
z praseciho zaludku Typ II). IEP mucinu byl pomoci softwaru Zetasizeru Nano ZS stanoven
na hodnotu 2,47, coz koreluje s informacemi [62], Zze IEP mucinu se vyskytuje v rozmezi pH
2-3 v zavislostiti na typu mucinu (viz obr. 23). Izoelektricky bod mucinu a L. rhamnosus
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naznacuje, ze ve fyziologickém prostiedi (pH 7,4) budou pravdépodobné prevladat
elektrostatické odpudivé interakce vlivem velké zaporné hodnoty (-potencialu, ale bude
i zaleZet na distribuci naboje v ¢asticich atd.
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Obr. 23: Stanoveni izoelektrického bodu mucinu v Tris-HCI pufru (50 mM).

Nasledn¢ byla stanovena schopnost hydrofobni sorpce L.rhamnosus pomoci BATH
(bakterialni adheze k uhlovodiktim) experimentu [14], které charakterizuji mnozstvi bakterii
schopnych adsorpce na fazové rozhrani. Experimentalné zaskana data z BATH experimentt v
zavislosti na pocatecnich optickych hustotich méteného vzorku byla piepocitand na
bakterialni adhezi (BATH [%]) dle rovnice (7).

oD
BATH[%]=100-| 1- —== |, 7
600,0
Pro stanoveni odchylky BATH méfeni mezi jednotlivymi optickymi hustotami
L. rhamnosus byly pouzity tfi pocateéni optické hustoty: cca 2,25; 1,75 a 1,25 (viz obr. 24).
Vzorky byly pfipraveny a promé&feny S hydrofobni fazi hexadekanem viz kapitola 3.7.
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Obr. 24: Stanoveni presnosti BATH méreni v Tris-HCI pufru.
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Z vysledkl je patrné, ze adsorpce k hydrofobni fazi byla ovlivnéna pocatecni optickou
hustotou L. rhamnosus v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4). Pravdépodobné bylo méieni
ovlivnéno chybou piistroje, diky pomérné¢ velkym odchylkdm mezi ziskanymi méfenimi
(vzdy 3 série vzorki). Nejmensi odchylka mezi jednotlivymi méfenimi byla pii pocatecni
hustoté 1,25, coz souvisi s citlivosti nanofotometru, Implen, P 300. Nicmén¢ nanofotometr
mefi spolehlivé 1 nad hodnotu absorbance 1, tudiz je mozné, Ze méfeni bylo ovlivnéné
I samotnymi bakteriemi, jelikoz se jedna o zivé systémy, které jsou ovlivnitelné mnoha
podminkami. Proto bude na dal$i data zvolenych 3 koncentraci nahlizeno jako na trend, ktery
vykazovala bunécna suspenze, nez na konkretni ziskané hodnoty.

4.2.3.1 Vliv pH na mikrobidlni adhezi k mucinu

Nejprve byly pfipraveny a prométeny vzorky spektrofotometrickou metodou na stanoveni
adheze k mucinu (viz kapitola 3.5.3) a vysledna adheze byla spocitdna pomoci rovnice (6).
Nasledné byla stanovena schopnost hydrofobniho efektu L.rhamnosus pomoci BATH
experimentt — rovnice (7). Vzorky byly piipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.7
pro pH profil uvedeny v tab. 5. Vysledky z BATH experimentd a adheze na mucin jsou
graficky vyneseny na obr. 25.
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Obr. 25: Vliv pH na adhezi k mucinu a na hydrofobni efekt L. rhamnosus.

Adheze L. rhamnosus na mucin byla ptitomna pouze v pH 7,4 a vySe a Vv této oblasti je
patrny trend nejmensiho hydrofobniho efektu bakterie na hexadekan. lzoelektricky bod (IEP)
L. rhamnosus je stanoven na hodnotu pH 2,5-3 a tedy dochazelo ke zvySovani hodnoty
zaporného povrchového naboje se zvySujicim se pH systému (viz obr. 21 a obr. 22). Stejny
trend vykazuje i mucin jehoz IEP byl stanoven na hodnotu pH 2,47 (viz obr. 23). Z pohledu
nekovalentnich interakci vyplyva, ze adhezi L. rhamnosus na mucin v prostiedi Tris-HCI
pufru budou pravdépodobné piispivat elektrostatické sily vice nez hydrofobni efekt.
Hydrofobni efekt souvisi se stabilitou systému, ¢im vyssi bude (-potencial blize k hranici
+ 25-30 mV, tim soustava bude vice stabilni a nebude dochazet ke koagulaci mezi systémy,
tedy k hydrofobnimu efektu, coz je patrné i z experimentalnich vysledkt. Navic hydrofobni
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efekt L. rhamnosus puisobici na molekulu mucinu je zavisly na jeho konformaci (viz obr. 26).
Mucin, jakozto viskoelesticka gelova slozka hlenu, je spiSe hydrofilni s hydrofobnimi
doménami. Pfi niz§im pH dochézi k rozpleteni ndhodného klubka na vlékna, pii kterém ma
ptistupnéjsi hydrofobni domény, takze bude pravdépodobné dochazet k vysimu hydrofobnimu
efektu nez pii vysSim pH. L. rhamnosus disponuje hydrofobnimi doménam (pily, fimbrie
a jiné povrchové komponenty) na bunééné sténe, kterymi se mize k hydrofobnim doménam
mucinu vazat. Nicméné elektrostatické interakce (pfedstavujici obecné nejsilngjsi interakce
Z nekovalentnich interakci.) jsou piekonany hydrofobnim efektem v zavislosti na poctu
hydrofobnich domén bakterii. L. rhamnosus na zaklad¢ ziskanych vysledki pravdépodobné
nema dostate¢né silny hydrofobni efekt na prekonani elektrostatickych sil, a proto budou tyto
sily pfi adhezi L. rhamnosus s mucinem pievazovat. Nicmén¢ adheze L. rhamnosus na mucin
bude zalozena i na specifickych interakcich (chemickych), které mohou byt ovlivnéné kromé
pH i iontovou silou, slozenim prostiedi, vitalitou bun¢k atd. a nesmi byt pti charakterizaci
interakci zanedbavany a mohou tyto vysledky ovliviiovat. Nejvyssi adheze na mucin byla
pti pH 7,4, coz koreluje s fyziologickym pH a vysledky naznacuji, ze budou specifické
I nespecifické interakce pravdépodobné citlivé na zménu pH, protoze v pH 7 L. rhamnosus jiz
nevykazoval adherenci k mucinu.
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Obr. 26: Konformace mucinu v zavislosti na pH[62].

4.2.3.2 Vliv iontové sily na mikrobidalni adhezi k mucinu

Iontova sila je dalSim dualezitym prametrem, ktery bude ovliviiovat interakce pii adhezi
probiotickych bakterii k mucinu. Vzorky byly piipraveny podle stejného postupu jako
pfi studiu vlivu pH na adhezi bakterii (viz kapitola 4.2.3.1), av§ak byly proméfeny s ménici
se iontovou silou Tris-HCI pufru. Vysledky ziskané z adheze L. rhamnosus na mucin a BATH
experimentl jSOU Vyzobrazeny na obr. 27.
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Obr. 27: Vliv iontové sily Tris-HCI pufru na adhezi L. rhamnosus k mucinu a hydrofobni
efekt.

Z DLVO teorie (viz kapitola 2.2.1) vyplyva, ze pii vyssich koncentracich elektrolytu, klesa
tloustka elektrické dvojvrstvy, ¢imz se usnadiuje integrace mezi jendnotlivymi povrchy, a tak
obvykle dochazi ke zvySeni adheze bakterii k riznym povrchim. Se zvySujici se iontovou
silou dochazelo ke zvyseni adheze L. rhamnosus k mucinu, nicméné je patrna nejvétsi adheze
(17,47 %) za fyzilogickych podminek. Pti téchto podminkach byly pravdépodobné ptitomny
specifické interakce, které jsou senzitivni na vliv prostfedi a zvySovaly tak adhezi k mucinu.
Z BATH experimenti (obr. 27) je patrné, ze se zvySujici se iontovou silou dochazelo
ke snizeni elektrostatickych interakci, avSak L.rhamnosus se na mucin se zvySujici
se iontovou silou stale vazal. Pravdépodobné je tato adheze ovlivnéna pravé fyziologickym
pH 7.4 pii kterych jsou aktivni specifické interakce a navic pfi vysSsi iontové sile mlize vice
pusobit hydrofobni efekt.

4.3 Stanoveni adsorbénich vlastnosti L. rhamnosus v riiznych fazich rastu
Probiotické bakterie prochdzi béhem ristu populace riznymi fazemi. Klidovou lag fazi, pti
které se bakterie adaptuji na pfislusné prostiedi, nasledné¢ se bakterie intenzivné mnozi
v exponencidlni fazi, ve treti stacionarni fazi dochazi k zastaveni déleni bun€k a nastava
produkce napf. kyseliny mlé¢né a dalSich latek do vycerpadni média. ZavéreCna faze je
odumirani bakerii, kdy muze dochazet az k rozkladu bakteridlnich bunék. Pro stanoveni
rastové kiivky byla jako modelova bakterie pouzita L.rhamnosus a stanoveni probihalo
gravimetricky podle postupu viz kapitola 3.6.1. Ziskana zavislost koncentrace bunék na ¢ase
je graficky znazornéna na obr. 28. Ze zavislosti 1ze vidét, Ze exponencialni faze trvala do 24 h
kultivace a nasledné nastupovala faze Stacionarni. Pfi 96 h kultivaci velmi pravdépodobné
dochdzelo k odumirani bun€k, avSak pocet mrtvych bunck nelze gravimetrickym méfenim
odlisit od zivé populace.
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Obr. 28: Gravimetrické stanoveni ristové kiivky L. rhamnosus.

V ramci charakterizace interakci pfispivajicich k adhezi probiotickych bakterii k mucinu
bylo nahlizeno i na jejich vitalitu vysvétlovanou pomoci jejich ristovych fazi. Jako modelovy
mikroorganismus byl opét pouzit L. rhamnosus a vzorky vcetné méteni adheze k mucinu
v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4) byly pfipraveny viz kapitola 3.6. Za ucelem charakterizace
hydrofobniho efektu L. rhamnosus byly vzorky pfipraveny a prométeny viz kapitola 3.7
Vv riznych ¢asech kultivace uvedenych v tab. 5. Hodnoty z obou experimentt jsou graficky
vyneseny na obr. 29.
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Obr. 29: Viiv faze rustu L. rhamnosus na adhezi k mucinu a hydrofobni efekt.

Z experimentalnich hodnot ziskanych jak z BATH experimenti, tak z experimentu méteni
adheze na mucin, je patrny trend pfedstavujici snizovani adheze na hexadekan i na mucin
se zvysujicim se ¢asem kultivace. Pokles adheze od 48 h a vySe pfispiva teorii, Ze ve vzorcich
se jiz vyskytovalo urcité procento mrtvych bunék, které nebyly schopné se naadherovat
na mucin nebo se naadsorbovat na rozhrani fazi. Naopak pii exponencialni fazi (4 a 8 hodin)
dochazelo ke zvyseni adheze pro oba experimenty. Béhem kultivace se ¢astecné méni povrch
bakterii tim, ze se tvofi pily a dal$i hydrofobni komponenty pfispivajici k adhezi a jejich
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distribuce na povrchu bun¢k je v ruznych casech kultivace jina. Proto sorpce na mucin
i na hydrofobni fazi v BATH experimentu s ¢asem klesa. Ve stacionarni fazi jiz dochazi
k produkci kyseliny mlééné a dalSich latek, a tedy se mohly piepnout nékteré metabolické
drahy a adheze pro bakterie nebyla pfednostni. Praktickym vystupem je, Ze probiotické bunky
Vv probiotickych vyrobcich by v idedlnim stavu mély byt v riistové fazi, coz ale neni prakticky
mozné zajistit. Hlavnim problémem je, ze ristova faze trva jen par hodin. Proto probiotické
ptipravky obsahuji mikroorganismy odebrané ze stacionarni faze, které jsou schopny
produkovat antimikrobialni a jiné latky. Ze ziskanych vysledkii je mozné, ze pravé to je
davod, pro¢ probiotické mikroorganismy maji snizenou dobu zachytu v GIT. Avsak odebirat
bakterie pro probiotické pfipravky ve staciondrni fazi je nezbytné pravé kvili produkéni
¢innosti.

4.4 Charakterizace adsorbénich vlastnosti vybranych probiotickych bakterii

Za ucCelem charakterizace povrchovych vlastnosti bunééné suspenze byly pfipraveny
a prométeny probiotické bakterie (viz 3.1.1) prostfednictvim metody elektroforetického
rozptylu svétla (ELS) a zaroven byla stanovena ptimérna distribuce velikosti ¢astic v bunééné
suspenzi pomoci metody dynamického rozptylu svétla (DLS) na zakladé postupu uvedeného
v kapitole 3.8. Tyto metody se standardné pouzivaji pro charakterizaci biomolekul, jako jsou
proteiny nebo na charakterizaci stability Castic. Primérna distribuce velikosti Castic byla
méfena jak pii samotnych titracich, tak v pribéhu BATH experimentu viz kapitola 3.7. Kvuli
zachovani stejnych podminek Vv prostiedi Tris-HCI pufru (50 mM, pH 7,4), pfi kterych byla
spektrofotometricky stanovena i adheze bakterii na mucin, jsou na obr. 30 zobrazeny hodnoty
primérné distribuce velikosti ¢astic zmétené pred BATH testem a po BATH testu, které byly
taktéz méfeny ve stejném pufru. Mezi velikosti zméfenou pied smichanim s hexadekanem
a po smichani se zminénou hydrofobni fazi neni patrny zadny trend, coz je pravdépodobné
ovlivnéné tim, Ze se jedna o planktonické burky, které tvofi nestaly systém. Navic metoda
prepocitava velikost bunék na kulovité Castice, ale vybrané bakterie vykazuji tvar tyCinkovity.
Proto nam metoda poskytuje pouze orienta¢ni informaci o velikosti bunék v ramci
mikrometrt, coz je standardni velikost téchto bakterii.
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Obr. 30: Primérna distribuce velikosti ¢dstic u vybranych probiotickych bakterialnich kmenii
Vv priubéhu BATH experimentu (LR — L. rhamnosus, LP — L. plantarum, LA — L. acidophilus, LC —
L. casei, LZ — L. zeae, LD — L. delbrueckii subs. bulgarius, BB — Bifidobacterium breve, BAC —
Bacillus coagulans).

Titra¢ni kiivky ziskané metodou elektroforetického rozptylu svétla jsou pro jednotlivé
bakterie (viz 3.1.1) graficky znazornény na obr.31-obr.38 a v tab. 16 jsou softwarem
stanovené IEP jednotlivych bakterii.

3 - 4 -

C-potencial {-potencial
O T A} T 1 1 T
3 _) 2 \\ 4 6 . _2 -0 2 \\ 4 6 8
E ‘ E 5- \
< ] \\ - \\
= \ .g -8 1 \
8 -9 - \ 5 \
3 R2=0,9764 Y 3 -11 | '\
‘:“-12 4 ‘\ 3 A
\ -14 \
\ R?=0,9181 \
-15 - 17 - k
-18 - ; -0 -
PRI 20 pH []
Obr. 31: Stanoveni izoelektrického bodu Obr. 32: Stanoveni izoelektrického bodu
L. rhamnosus v Tris-HCI pufru (50 mM). L. plantarum v Tris-HCI pufru (50 mM).
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Obr. 33: Stanoveni izoelektrického bodu Obr. 34: Stanoveni izoelektrického bodu
L. acidophilus v Tris-HCI pufru (50 mM). L. casei v Tris-HCI pufru (50 mM).
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Obr. 35: Stanoveni izoelektrického bodu Obr. 36: Stanoveni izoelektrického bodu
L. zeae v Tris-HCI pufru (50 mM). L. delbrueckii v Tris-HCI pufru (50 mM).
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Obr. 37: Stanoventi izoelektrického bodu Obr. 38: Stanoveni izoelektrického bodu

Bifidobacterium breve v Tris-HCI pufru Bacillus coagulans v Tris-HCI pufru (50mM).
(50 mM).
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Tab. 16: Izoelektrické body vybranych bakterii stanoveny metodou ELS.

Izoelektricky bod vybranych bakterialnich kmenii [-]

LR LP LA LC LZ LD BB BAC
250-3,01 2,78 2,23 2,03 2,66 1,43 2,57 2,80

LR — L. rhamnosus, LP — L. plantarum, LA — L. acidophilus, LC — L. casei, LZ — L. zeae, LD —
L. delbrueckii subs. bulgarius, BB — Bifidobacterium breve, BAC — Bacillus coagulans

Izoelektrické body vSech vybranych probiotickych bakterii jsou stanovené pro hodnoty
silné kyselého pH. Pravdépodobné tyto vysledky souviseji s toleranci bakterii mlécného
kvaseni (BMK) ke kyselym podminkam, kterym musi bakterie odolavat v GIT. BMK navic
produkuji kyselinu mlé¢nou, ktera taktéz snizuje pH prostiedi, coz automaticky naznacuje,
ze bakterie nesmi byt na kyselé pH pfili§ senzitivni. Nizkd hodnota IEP pravdépodobné
umoziuje bakteriim zachovavat své fyziologické vlastnosti pfi nizSich hodnotich pH,
coz muze byt kli¢ové pro schopnost BMK odolavat nizkému pH.

Jak jiz bylo vySe uvedeno, méfeni pramérné distribuce velikosti mucinu a bunék DLS
metodou bylo méfeno paralerné se {-potencialem pii kontinualni titraci. Pramérna ditribuce
velikosti molekul mucinu je zobrazena na obr. 39. Ze ziskanych dat vyplyva, ze se snizujicim
se pH dochazelo k agregaci molekul mucinu a pti nulovém -potencidlu dochazelo k nejvétsi
koagulaci molekul mucinu. Pii ostatnich hodnotich pH dochazelo k zabranéni vyrazné
agregace pusobenim velkého naboje. Nicméné pii pH 5 a vice dochazelo taktéz k narustu
velikosti, coz mohla napt. ovliviiovat konformace slozité glykoproteinové molekuly mucinu.
Déle jsou uvedeny vysledky z téchto méfeni pro bunétné suspenze jednotlivych bakterii
na obr. 40-obr. 47.
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Obr. 39: Agregace molekul mucinu v zdvislosti na (-potencialu.
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Obr. 40: Agregace bunék L. rhamnosus v

zavislosti na {-potencialu.
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Obr. 42: Agregace bunek L acidophilus v

zavislosti na {-potencialu.
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Obr. 44: Agregace bunék L. zeae Vv zavislosti

na {-potencialu.
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Obr. 46: Agregace bunék Bifidobacterium  Obr. 47: Agregace bunék Bacillus coagulans
breve v zavislosti na (-potencidlu. V zavislosti na {-potencialu.

Primérnd distribuce velikosti vétSiny bakteridlnich bunék nevykazovala trend, ktery byl
ocekavan jako u molekuly mucinu. Pouze L. zeae (obr. 44) a Bifidobacterium breve (obr. 46)
vykazovaly trend zvySujici se agregace pii nulovém (-potencialu. Tyto dvé bakterie
vykazovaly nejstabilnéjsi systém planktonickych bunék pii kontinudlni titraci, ktery potvrzuje
korelacni koeficient ze vSech naméfenych hodnot pfi snizujicim se pH. V ostatnich ptipadech
dochazelo k opa¢nému trendu a z vysledku je patrné, Ze pii postupném piidavani 1M HCI se
systém choval netradi¢né. (-potencial se musel do ur¢itého bodu ustalit a az poté dochazelo
ke kontinualnimu poklesu {-potencidlu na zvySujici se iontové sile Tris-HCI pufru. Vysledky
jsou provazeny vysokymi odchylkami mezi sérii tii paralernich méfeni, coz také nasvédcuje,
Ze systém byl spiSe nestabilni. Chyba méteni byla pravdépodobné ovlivnéna tim, Ze metoda
piepocitava velikost bun€k na kulovité ¢astice, ale bakterie mlécného kvaSeni vykazuji tvar
ty¢inkovity. Navic mohlo napftiklad dochazet k tomu, Ze bakterie pfi postupném ptidavani 1M
HCI ménily pH svého intraceluarniho prostoru natolik, Ze dochazelo k zasadnim zménam
v konformaci proteini a povrchové struktury bakterii. Pravdépodobné se bude jednat
0 komplexnéjsi problém, pii kterém bude dochdzet ke zmén& komplexni povrchové struktury
bakterie pfipadné i k naruseni nékterych funkénich skupin a proteinovych domén. Povrch
bakterii pak na zaklad¢ téchto zmén muize vykazovat jiné agragacni vlastnosti. Z vysledku je
mozné, ze 1 tato zmeéna konformace napomaha bakteriim byt rezistentni vici velmi nizkému
pH, protoze bifidobakterie jsou obecné méné odolné vuci kyselému pH a u L. zeae neni tento
pfedpoklad u€¢inného probiotika prozatim detailné prostudovan.

Zivotaschopnost bunék je jednim z hlavnich predpokladi usp&iné adheze a k vyuziti
bakterie jako probiotika. Byla stanovena viabilita bunék pomoci pritokové cytometrie
(Pritokovy cytometr, Apogee Flow Systems, Apogee AS50). Vzorky byly pfipraveny
a prometeny viz kapitola 3.4.8 a vysledna viabilita bakteridlnich kmend je zndzornéna
na obr. 48. Dale byla proméfena adheze vybranych probiotickych kmenti na mucin pomoci
optimalizované spektrofotometrické metody podle postupu uvedeného v Kapitole 3.4.9
a vysledné adheze vypoctené dle rovnice (6) jsou zobrazeny na obr.49. Jako posledni
experiment pro charakterizaci adheze vybranych bakterii byla proméfena schopnost
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hydrofobniho efektu téchto bakterii pomoci BATH eXperimentl na nanofotometru
(viz kapitola 3.7). Korelace mezi ziskanymi (-potencialy pted BATH a po BATH testu
pro jednotlivé bakterie a ziskanymi hodnotami BATH [%] proméfenymi pomoci
nanofotometru a vypocteny na zaklad¢ rovnice (7) jsou zobrazena na obr. 50.
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Obr. 48: Viabilita vybranych probiotickych Obr. 49: Adheze probiotickych bakterii na
kmenii. mucin.

(LR — L. rhamnosus, LP — L. plantarum, LA — L. acidophilus, LC — L. casei, LZ — L. zeae, LD —
L. delbrueckii subs. bulgarius, BB — Bifidobacterium breve, BAC — Bacillus coagulans)

pted BATH po BATH OBATH UV-VIS
LR LP LA LC LZ LD BB BAC

0 T T T T T T T 120
5 5 - 100
g'lo T % <
s u S
C_U r 60 E‘
S -15 1 0 B
g B
27207 U D - 20
-25 - L L | I I 51
-30 - L .20

Obr. 50: Korelace mezi {-potencidalem a hydrofobnim efektem pro vybrané probiotické
bakterie (LR — L. rhamnosus, LP — L. plantarum, LA — L. acidophilus, LC — L. casei, LZ — L. zeae,
LD — L. delbrueckii subs. bulgarius, BB — Bifidobacterium breve, BAC — Bacillus coagulans).

Z pratokové cytometrie byla ziskana data tykajici se viability bun&k (obr.50). Bylo
zjisténo, ze bakterie odebirané ze stacionarni faze kultivace obsahovaly urc¢ité malé mnozstvi
(od 0-23%) mrtvych bunék. Bunétna suspenze L.plantarum byla zastoupena témé&f
Z poloviny mrtvymi buiikami, coZ je jiz rarita a takhle velkd umrtnost nebyla oc¢ekavana.
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Na identifikaci mrtvych bunc¢k bylo pouzito interkalacni €inidlo propidium jodid, které se
vaze na DNA. Toto ¢inidlo je schopné snadno inkorporovat do mrtvé buriky, ktera ma silné
narusenou bunécnou sténu, a jelikoz nema jiz funkéni kanaly a metabolismus, tak buinika neni
schopna transportovat barvivo z intraceluarniho prostoru do extraceluarniho. Do Zivé bunky
se barvivo také Casto dostane, avSak je schopna vétSinu transportovat zpét do extraceluarniho
prostoru, avSak nékteré bunky mohou mit transportni kanaly oslabené nebo mohou bakterie
byt v nedokonalé¢ kondici, a tak nejsou schopné barvivo dokonale transportovat, protoze
propidium jodid piedstavuje velkou molekulu. Proto musime brat v uvahu, ze ne piesna
polovina bude zaujimat mrtvé bunky, ale ze mrtvé buiikky budou tvofit pravdépodobné
polovinu bunééné suspenze. Jednim z divodl pro¢ bakterialni suspenze obsahovala tolik
mrtvych bun€k je, ze bakteridlni kmen, ktery jsme méli k dispozici, byl pravdpodobné
senzitivni na delsi kultivaci nebo na skladovaci podminky ovliviiujici vitalitu zdrojovych
kultur.

Zminéna viabilita bakterialnich bun€k bude pravdépodobné souviset s adhezi na mucin.
L. plantarum nevykazoval téméf zadnou adhezi na mucin (2,14 %), coz miZe souviset pravé
S vys$§im zastoupenim mrtvych bunék v populaci. Z nejnovéjsich studii [28, 29] vyplyva,
ze I mrtvé bunky jsou schopné adheze k riznym povrchiim, avsak zalezi na zptsobu usmrceni
téchto bunc¢k. Nicméné v ramci téchto experimentti nezndme konkrétni pficinu smrti bungk,
a tudiz neni mozno tvrdit, ze se L. plantarum neadherovala pravé z tohoto divodu. Z vysledku
viability (obr. 48) si lze navic pov§imnout, ze mnozstvi bunék v populaci nebyl zasadnim
parametrem urcujici adhezi na mucin. L. zeae vytvarel malou populaci bunék, a pfesto dosahl
vysokych adhezi na mucin.

Ze ziskanych experimentalni dat na obr. 49 je patrné, ze kazda bakterie se k mucinu
v prostiedi Tris-HCI pufru adherovala odlisné. Dale je ziejmé, ze na adhezi probiotickych
bakterii k mucinu se bude podilet mnoho faktort, jako je sensitivita k prostiedi, ve kterém
dochazi k adhezi, bude zaleZet na pouzitém bakterialnim druhu i kmeni (druhové i kmenové
specifické) a v neposledni fad¢ bude zaviset na interakcich, které jednotlivé bakterialni kmeny
vyuzivaji. Nishiyama a kol. (2016) [96] shrnuli nejnovéjsi poznatky ze studii interakci
probiotickych bakterii. Gram-pozitivni bakterie disponuji silnou peptidoglykanovou
membranou obsahujici velké mnozstvi sacharidi a proteini umoznujici specifické
I nespecifické interakce s mucinem. Zejména bunééné povrchové proteiny jsou hlavnimi
adheznimi faktory a dle lokalizace jsou rozdéleny na dva typy. Prvni typ je kovalentné
zakotven (prostiednictvim LPTXG) v bunéné sténé sortdzami umoznujici napi. adhezi
L. rhamnosus nebo L. acidophilus. Druhym typem jsou multifunkéni nekovaletné zakotvené
proteiny na bunééné sténé, které jsou zastoupeny napt. ve kmenech L. plantarum a nékterych
kmenech L. acidophilus. L. rhamnosus, Bifidobacterium breve, L. acidophilus a L. zeae
vykazuji vysoké procentualni adheze k mucinu v prostiedi Tris-HCl pufru, coz by
nasvédCovalo zprostiedkovani adheze pomoci vice specifickych interakci, avSak
t neznamend, ze zadné nekovalentni inetrakce se nebudou pfi adhezi vyskytovat. Na zdkladé
vysledkt a dostupnych informaci [96] je mozné, Zze pravé napi. u L. rhamnosus bude adheze
podpofena zakotvenim pies LPTXG motiv a tyto interakce budou efektivnéjsi na adhezi
k mucinu, nez-li je to u vazeb zprostiedkovanych nekovalentné vazanymi proteiny, kterymi
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disponuje bakterie L. plantarum. Zaroven je nutné mit na paméti, ze veskeré interakce budou
kmenove specifické a sensitivni na vliv prostiedi. Nékteré probiotické bakterie jsou podavany
jako smésné kultury, coz bude mit také vliv na adhezi k mucinu, jelikoz se bakterie budou
pravdépodobné vzajemné ovliviiovat, ale tento vliv nebyl pti optimalizované metod¢ zahrnut.

L. zeae neni z dostupnych informaci identifikovan jako probioticky druh. V ramci
optimalizované metody prokazal vysokou adhezi k mucinu, coz by spliiovalo prvni kriticky
krok pro probiotické bakterie, a proto by se v dalSich studiich bylo vhodné L. zeae zabyvat
vramci jinych probiotickych vlastnosti, jelikoz by mohlo jit o novy druh zafazeny
do probiotickych mikroorganismd.

Na obr. 50 je patrna korelace mezi hydrofobnim efektem bakterii a jejich zméfenym (-
potencidlem v ramci BATH testl. Se snizujicim se (-potencidlem se zvysuje hydrofobnost
bakterii, a tedy se pravdépodobné snizuji i elektrostatické interakce. Z tohoto trendu vystupuje
pouze L. delbrueckii, ktery netradiéné vychazel pti méfeni (-potencialu, kdy pii kontinualni
titraci byl zméten {-potencial v Tris-HCI pufru (50 mM, pH 6) na hodnotu —25 (obr. 36) a pti
stejnych podminkach béhem BATH experimentd byl (-potencial stanoven na—10 (obr. 50).
To nasvédCuje tomu, ze se kultura chovala neobvykle a mohlo se jednat o smésnou
nebo kontaminovanou kulturu, protoze i pii kultivaci zdrojovych kultur z lyofilizatu
vykazovala netradi¢ni prubéh kultivace. Z vysledkt (obr.50) je patrné, Ze napiiklad
Bifidobacterium breve disponoval silnym hydrofobnim efektem i vyssi adhezi na mucin.
To by mohlo dokazovat kombinaci jak specifickych interakei, tak nekovaletnich interakci —
hydrofobniho efektu a snizeni elektrostatickych sil, jelikoz Bifidobacterium breve oproti jiz
zminovanému L. rhamnosus (v kapitole 4.2.3.1) pravdépodobné disponuje vy$$im poctem
hydrofobnich domén.
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5 ZAVER

Diplomova prace ,,Charakterizace adsorbCnich vlastnosti probiotickych bakterii byla
zam¢efend na studium adsorbCnich vlastnosti pfevazné u modelové probiotické bakterie
Lactobacillus rhamnosus CCM 1825. Nicméné¢ ziskané optimalizované metody byly nasledné
pouzity i na charakterizaci dal$ich probiotickych bakterii Lactobacillus plantarum CCM
7039, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCM 7190, Lactobacillus acidophilus
CCM 4833, Lactobacillus casei CCM 4798, Bifidobacterium breve CCM 7825 a Bacillus
coagulans CCM 2658. Pro studium adsorb¢nich vlastnosti byl vybran i jeden potencionalni
probioticky kmen Lactobacillus zeae CCM 7069, jehoz adhezni vlastnosti, v ramci
pouzitelnosti této bakterie jako ti¢inného probiotického mikroorganismu byly diskutovany.

Za predpokladu, ze vybrané bakteridlni kmeny adheruji na hlavni slozku hlenu
Vv gastrointestinalnim traktu — mucin, byla v prvni fad¢ optimalizovana spektrofotometricka
metoda stanoveni procentualni adheze bakterii na mucin. Tato metoda prosla nckolika
optimalizacnimi kroky, jejichz vysledkem byla metoda pro studium adheze bakteridlnich
bun€k na mucin. Pro rozpusténi mucinu byl mucin ptipravovan v prostiedi Tris-HCI pufru
za stalého michani pfi 37 °C pies noc. Bakteridlni buiky byly inkubovany s mucinem
v poméru 1:4 po dobu 20 min pii 80 rpm a 37 °C. Po inkubaci mucinu s bakteridlnimi
buitkami byl mucin adherovany na bakterialni bunky spole¢né¢ s bunkami odseparovan
Setrnou centrifugaci a v supernatantu pak byla spektrofotometricky stanovena (260 nm)
koncentrace tzv. volného mucinu pomoci nanofotometru, Implen, P 300. Takto
optimalizované podminky metody byly pouzity pti verifikaci metody dal$§imi bakteriemi,
a taktéz ke studiu jejich adsorb¢nich vlastnosti na mucin.

Aby bylo mozné detailné&ji charakterizovat adsorbéni interakce bakterii k mucinu, tak byla
optimalizovana metoda dynamického rozptylu svétla (DLS) a elektroforetického rozptylu
svétla (ELS) a ke studiu hydrofobniho charakteru bakterii byla vyuZita metoda bakterialni
adheze k uhlovodikim (BATH [%]). Ziskana data z rozptylu svétla byla nejvice diskutovana
v ramci izoelektrického bodu bakterii a mucinu, ktery ma vypovidajici hodnotu o povrchovém
naboji. Za tcelem objasnéni riznych vlivl, které by mohly podporovat nebo naopak sniZzovat
adhezi k mucinu byla vybrana modelova bakterie L. rhamnosus. Nicméné zavéry z téchto
experimentll je mozné obecné vyuZzivat pro Stanoveni adsorb¢nich vlastnosti probiotickych
bakterii v pfedlozené praci, protoze se jednd o gram-pozitivni bakterie mlééného kvaseni,
které sdili podobnost v morfologii vEetné velikosti.

Adheze probiotickych bakterii k mucinu je ovliviilovana pfitomnosti mucinu pii kultivaci
bakterii. Bylo stanoveno, Ze neni patrna zddna korelace mezi adhezi a koncentraci mucinu
béhem kultivace, avSak adheze bakterii k mucinu se u vétSiny stanovenych koncentraci
zvysila oproti adhezi L. rhamnosus za standardnich podminek. Dalsim faktorem ovliviiujici
adhezi je teplota, pfi které probihala inkubace bakterii s mucinem. Pfi niz$ich teplotach
inkubace (25 a 30 °C) nedochazelo k zadné vyznamné adhezi, avSak pii vyssich teplotach
jiz k adhezi dochazelo. Bakterie jsou kultivovany pii 37 °C, to nasvédcuje tomu, ze bakterie
preferuji teplé prostiedi, coz je pravdépodobné divod, pro¢ byla pii téchto teplotich
(37 @42 °C) vyssi adheze. Nicméné pii vyssi teploté inkubace dochazelo k mirnému poklesu
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adheze k mucinu, coz by mohlo mit za nasledek parcialni denaturaci proteinti zodpovidajicich
za adhezni interakce.

Vyznamny vliv na adhezi probiotickych bakterii ma pH. V ramci studie elektrostatickych
interakci piispivajicich k adhezi k mucinu byl pomoci metody ELS stanoven izoelektricky
bod (IEP) L.rhamosus na hodnotu 2,5-3 a IEP mucinu byl stanoven na hodnotu 2,47.
Ve fyziologickém prostfedi budou tedy pravdépodobné prevladat odpudivé interakce,
nicmén¢ bude zaleZet na distribuci naboje na povrchu buné¢k a na molekularni strukturé
mucinu. Z BATH experimetnu byl stanoven hydrofobni charakter L. rhamnosus v prostiedi
hexadekanu. Z vysledkli adhezniho experimentu L.rhamnosus na mucin a BATH
experimentu v prostiedi Tris-HCI 0 pH 6-9 bylo zjisténo, ze elektrostatické interakce budou
pravdépodobné vice prispivat k adhezi, nez hydrofobni efekt. Protoze se zvySujicim se pH
dochazi ke zvySovani zaporné hodnoty povrchového naboje, jak bakterii, tak mucinu.
Z vysledkll je patrné snizeni hydrofobniho efektu se zvySujicim se pH, coz koreluje se
stabilizaci systému pii vy$$i hodnoté C-potencidlu. Z téchto vysledkt bylo zjisténo,
ze na adhezi bakterii k mucinu bude mit i pravdépodobné vliv konformace mucinu. Pfi niz§im
pH dochédzi k rozpleteni ndhodného klubka na vldkna, pfi kterém dochédzi k odkryti
hydrofobnich domén, a proto bude mucin 1épe dostupny pro zminovany efekt. Jak siln¢ se
budou bakterie adherovat, zavisi pfedev§im na poctu hydrofobnich domén, kterymi bakterie
disponuje. Ze ziskanych vysledkd L. rhamnosus pravdopodobné disponuje men$im poctem
téchto domén, a proto neni schopen ptekonat elektrostatické interakce. Pii nizkém pH
vykazuji bakterie diky mensi hodnoté povrchového naboje slabsi odpudivé interakce
k mucinu a L. rhamnosus tak k tomuto povrchu neadheruji, i pfestoze mucin je v niz§im pH
1épe dostupny pro hydrofobni efekt.

Iontova sila je dalSim dlleZitym parametrem ovliviiujici adhezni interakce probiotickych
bakterii k mucinu. Z DLVO teorie vyplyva, ze pfi vyssich koncentracich elektrolytu klesa
tloustka elektrické dvojvrstvy, ¢imzZ se obvykle zvySuje adheze bakterii k riznym povrchiim.
Se zvysujici se iontovou silou Tris-HCI pufru (pH 7,4) dochazelo ke zvySovani adheze.
Nicméné nejvétsi adheze byla pozorovana za fyziologickych podminek, pfi kterych byly
pravdépodobné nejvice pritomny specifické interakce skrz specializované organely
nebo povrchové struktury vykazujici urcitou senzitivitu k prostredi.

Bylo zjisténo, ze adhezi ovliviiuje i ristova faze, ve které se probiotické bakterie
vyskytovaly. V rustové fazi dochazelo ke zvysSeni adheze, jak k mucinu, tak k hydrofobni fazi
hexadekanu. Je to pravdépobné dano tim, ze pti kultivaci dochazi ke zméné povrchu bakterii,
pii které dochazi k riznym zménam struktury a funkci bunéénych komponent piispivajicich
k adhezi (napf. pily). Z tohoto dtivodu sorpce na mucin i na hydrofobni fazi s ¢asem klesala.
V praxi by bylo ze strany adheze tedy nejvyhodné&jsi vyuzivat pro probiotické vyrobky
probiotické buiiky v riistové fazi.

Za Ucelem charakterizace adsorb&nich vlastnosti probiotickych bakterii byly navZeny
a optimalizovany experimenty ke stanoveni IEP vSech vybranych bakterii, stanoveni
distribuce primérné velikosti ¢asticc, BATH experimenty za ucelem ziskani informaci
tykajicich se hydrofobniho efektu, a také byla testovana samotna adheze bakterii k mucinu
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optimalizovanou spektrofotometrickou metodou. Izoelektrické body vsech vybranych bakterii
byly stanoveny pro hodnoty silné kyselého pH (1,43-3,01). Pravdépodobné tyto vysledky
souviseji s toleranci bakterii mlé¢ného kvaseni ke kyselym podminkam, kterym musi bakterie
odolavat v GIT, protoze si pravdépodobné jsou tak schopny zachovavat své fyziologické
vlastnosti 1 pii nizkém pH. Navic nam IEP poskytuji informaci o elektrostatickych silach,
které budou ve fyziologickém pH pomérné silné, diky vysoké zaporné hodnoté povrchového
naboje.

Primérna distribuce velikosti ¢astic ndam v piipadé molekuly mucinu naznacuje, ze se
snizujicim se pH dochazelo k agregaci molekul mucinu a pfi nulovém {-potencialu dochazelo
k jeho nejvétsi koagulaci. Pii ostatnich hodnotach pH dochéazelo k zabranéni vyrazné agregace
pusobenim velkych rozdilnych néboji na glykoproteinové strukture. VétSina bakteridlnich
bun¢k nevykazovala trend zaznamenany u molekuly mucinu. Pouze L. zeae a Bifidobacterium
breve vykazovaly trend zvySujici se agregace pii nulovém (-potencialu. Tyto dvé bakterie
vykazovaly nejstabilnéjsi systém planktonickych buné¢k pii kontinudlni titraci, ktery potvrzuje
korelac¢ni koeficient. V ostatnich ptipadech dochazelo k opa¢nému trendu a z vysledku je
patrné, Ze pii postupném piidavani 1M HCI se systém choval netradicné, {-potencidl se musel
do urcitého bodu ustalit. Chyba méfeni byla pravdépodobné ovlivnéna tim, Ze metoda
prepocitava velikost bunék na kulovité Castice, ale bakterie mlééného kvaseni vykazuji tvar
tyCinkovity. Navic mohlo naptiklad dochéazet k tomu, ze bakterie pii postupném piidavani 1M
HCI ménily pH svého intraceludrniho prostoru natolik, Ze dochézelo k zasadnim zménadm
v konformaci proteinti a povrchové struktury bakterii, coz nasledn¢ ovliviiovalo agregacni
vlastnosti, ale pravdépodobné se bude jednat o komplexnéjsi problém. Z vysledkl je mozné,
ze 1 tato zména konformace napomahé bakteriim se pfizptisobit velmi nizkému pH a byt vici
nému rezistentni, coz by mohlo byt predmétem dalSich studii.

Pomoci pritokové cytometrie byly ziskdny data tykajici se viability bun¢k. Bylo zjisténo,
ze bakterie odebirané ze stacionarni faze kultivace obsahovaly urcité malé mnozstvi (od 0—
23 %) mrtvych bunék. Bunétna suspenze L. plantarum byla zastoupena téméi z poloviny
mrtvymi buikami, coZ je jiZ rarita a takhle velkd imrtnost nebyla oekavana, coZ mohlo byt
zpusobeno tim, ze bakterialni kmen, ktery jsme méli k dispozici, byl pravdépodobné
senzitivni na del$i kultivaci nebo na skladovaci podminky ovliviujici vitalitu zdrojovych
kultur. Avsak nemizeme 100% konstatovat, Ze mala adheze k mucinu byla ovlivnéna pravé
timto vlivem, jelikoz nevime jakym zpusobem byly bunky usmrceny. Navic z vysledku
viability si Ize povSimnout, ze mnozstvi bunék v populaci nebyl zasadnim parametrem
urcujici adhezi na mucin. L. zeae vytvaiel malou populaci bunék, a piesto dosahl vysokych
adhezi na mucin.

Z vysledkl adheze vybranych bakteridlnich kmenti na mucin je patrné, Ze kazda bakterie se
k mucinu v prostedi Tris-HCI pufru adherovala odlisné. Z vysledku je ziejmé, Ze na adhezi
probiotickych bakterii k mucinu se bude podilet mnoho faktort, jako je sensitivita k prostiedi,
ve kterém dochazi k adhezi, bude zéileZet na pouZzitém bakteridlnim kmeni (kmenové
specifické) a v neposledni fad¢€ bude zaviset na interakcich, které jednotlivé bakterialni kmeny
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vyuzivaji. Probiotické bakterie disponuji kovalentné zakotvenymi proteiny (prostiednictvim
LPTXG) v bunéné sténé sortazami umoziujici napf. adhezi L. rhamnosus
nebo L. acidophilus nebo multifunkénimi nekovaletné zakotvenymi proteiny na bunécné
sténg, které jsou zastoupeny napi. ve kmenech L. plantarum. Z dosazenych vysledkt je
mozné, ze L. rhamnosus, Bifidobacterium breve, L. acidophilus a L. zeae vykazuji vysoké
procentualni adheze k mucinu v prostiedi Tris-HCI, pravé z divodu kovalentné zakotveného
vazany protein zprostiedKkujici vazby u L. plantarum, ktery nevykazoval téméf zadnou adhezi
na mucin. Jak jsou povrchové adheziny navazany na povrch burnky by mohlo tedy souviset se
silou interakci, kterymi se budou bakterie vazat k mucinu. Zaroven je nutné mit na paméti,
ze veskeré interakce budou kmenové specifické a sensitivni na vliv prostiedi. Navic
probiotické bakterie jsou podavany jako smésné kultury, coz bude mit také vliv na adhezi
k mucinu, jelikoz se bakterie budou pravdépodobné vzajemné ovliviiovat, ale tento vliv nebyl
pfi optimalizované metod¢ zahrnut.

L.zeae neni z dostupnych informaci identifikovan jako probioticky kmen. V ramci
optimalizované metody prokéazal vysokou adhezi k mucinu, coz by spliiovalo prvni kriticky
krok pro probiotické bakterie, a proto by se v dalSich studii bylo vhodné L. zeae zabyvat
vramci 1 jinych probiotickych vlastnosti. Mohlo by téz jit o novy kmen zafazeny
do probiotickych mikroorganismd.

Z BATH experimentu je patrna korelace mezi hydrofobnim efektem bakterii a jejich
zmé&fenym C-potencidlem. Se sniZujicim se {-potencidlem se zvySuje hydrofobnost bakterit,
a tedy se pravdépodobné snizuji i elektrostatické interakce. Z vysledku je patrné, ze naptiklad
Bifidobacterium breve disponoval silnym hydrofobnim efektem i vys$§i adhezi na mucin.
To by mohlo dokazovat kombinaci jak specifickych interakci, tak hydrofobniho efektu,
jelikoz Bifidobacterium breve oproti jiz zminovanému L. rhamnosus pravdépodobné
disponuje vys$im poctem hydrofobnich domén.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

7.1 Seznam pouzitych zkratek

BAC Bacillus coagulans

BATH bakterialni adheze k uhlovodikim
BB Bifidobacterium breve

BMK bakterie mlé¢ného kvaseni

CAM méteni kontaktnich thla

CCM Ceska sbirka mikroorganismil masarykovy univerzity v Brng
CFU jednotka tvofici kolonie

DC dendritické bunky

dH20 destilovna voda

DLS dynamicky rozptyl svétla

ELS elektroforeticky rozptyl svétla

EPS extraceluarni polysacharidy

FAO Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
FOS frukto-oligosacharidy

FST zviteci test nucené¢ho plavani
GalNAc N-acetylgalaktosamin

GAPDH glyceralaldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GIT gastrointestinalni trakt

GIcNACc N-acetylglukosamin

GOS galakto-oligosacharidy

GRAS vSeobecné povazované za bezpecné
HA hemaglutinace

HIC hydrofobni interak¢éni chromatografie
HPA hypotalamus-hypofyza-nadledvina
IBS syntrom drazdivého stfeva

IEC intestinalni epitelialni buniky

IEP izoelektricky bod

LA Lactobacillus acidophilus

LC Lactobacillus casei

LD Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
LP Lactobacillus plantarum

LR Lactobacillus rhamnosus

LZ Lactobacillus zeae

MATH mikrobidlni adheze k uhlovodikiim
MBF mucin-vazajici faktor

MRS man ragosa sharpe

MUB mucin-vazajici protein

NF«B nuklearni faktor kappa B

SAT Zkouska agregace soli
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SCFA
SPR
STP
TT™M
UV-VIS
vdW
VNTR
WHO

mastné kyseliny s kratkym fetézcem
povrchova plasmova resonance

serin, threonin a prolin doména

metoda extrakce bun€k do kapalné faze
ultrafialovo-viditelna spektroskopie

Van der Waalsovy interakce

variabilni pocet tandemovych opakovani
Svétova zdravotnicka organizace
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7.2 Seznam pouzitych symboli
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Symbol Vyznam symbolu [jednotka]
a adsorbované mnozstvi [mol/kg]
A absorbance [-]

C koncentrace [mol/l]

d vzdalenost povrchu [m]

G Gibbsova energie [J]

I iontova sila [mol/l]
ODs0o opticka hustota [-]

R univerzalni plynova konstanta [J/K-mol]

T teplota [°C]

t Cas [s]

Y povrchové napéti [N/m]

A vinova délka [nm]

r relativni adsorpce [mol/m?]



