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In vitro models of probiotics adhesion -
a minireview

Abstrakt

Prispévek se zabyva problematikou stanoveni adherence
probiotickych kment bakterii metodami in vitro. V tivodu
je popsana mukdzni vrstva nachazejici se v gastrointes-
tindlnim traktu a jeji charakteristické vlastnosti. Déle je
popsana problematika probiotik a kritérii pouZivanych pfi
selekci potencidlnich probiotickych kmend, z nichZ
nejdulezitéjsi je adherence. Strucné jsou popsany a porov-
nany pouzivané in vitro modely pro studium adherence
probiotickych kmend.

Klicova slova: adherence, probiotika, in vitro, mucin,
bunécéné kultury

Abstract

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

Key words: adhesion, probiotics, in vitro, mucin, cell
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Uvod

Muké6zni povrch je pfirozenou bariérou gastroin-
testindlniho traktu, ktera jej chrani pfed patogennimi
mikroorganismy. Je komplexnim organickym systémem
tvofenym intestindlnim epitelem, imunitnimi buiikami
a rezidentni mikroflérou. Intestindlni epitel je pokryt
specializovanymi poharkovymi buiikami, které sekretuji
vysokomolekularni glykoproteiny nazyvané mucin, ktery
ma silny negativni povrchovy néboj a velkou hydrataéni
kapacitu. Tvofi hlavni strukturdlni slozku mukoézni
vrstvy. Mucin se nachdzi predev§im na obvodu epitelidl-
nich bunék a v jejich extracelularnim prostfedi nebo
pokryva epitelidlni buiiky. Vrstva mucinu slouZi nejen
jako bariéra, ktera brani difuzi neZadoucich makro-
molekul a pronikani Skodlivych substanci a toxintl do
vnitfniho prostfedi, ale ma i mnoho dalSich funkci, jako
je lubrikace lumenu stfeva usnadiiujici pasaz traveniny,
zachovavani hydratacni vrstvy epitelu a tvofi propustnou
gelovou vrstvu pro vyménu plynl a Zivin s intestindlnim

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

Doposud bylo identifikovano na 20 rAznych typt
mucinti. V gastrointestindlnim traktu, predevSim pak
v tlustém stfevé, prevladd mucin oznaceny MUC?2.
V nedavnych studiich bylo zjisténo, Ze se tento mucin
sklada ze dvou vrstev. Ackoliv obé vrstvy jsou tvofeny
prevazné MUC2 mucinem, maji rozdilné vlastnosti
a funkce. Vnitrni vrstva priléhd k epitelu stfeva a je pros-
ta bakterii, protoZze ma ve své struktufe pouze malé pory,
které neumoziuji pfimy kontakt s epitelidlnimi buikami.
Vnéjsi vrstva ohraniCuje lumen a vznikd chemickymi
a fyzikalnimi pochody z vrstvy vnitfni, ma mensi
hustotu a obsahuje vysoky pocet bakterii, kterym skyta
idedlni prostfedi - je pro né nejen dulezitym zdrojem
energie, ale rovnéZ umoziiuje vazbu bakterii na cetna
vazebnd mista. Vnitfni pfilnavou vrstvu je mozné
odstranit pouze jemnym seSkrabnutim, zatimco vnéjsi,
volné priléhajici vrstva se da snadno odstranit Setrnym
odsatim®.

Rezidentni mikrofléra, ktera trvale sidli v gastroin-
testindlnim traktu je tvofena predevSim bifidobakteriemi,
laktobacily, enterokoky a propionibakteriemi, které se
podileji na udrZovani rovnovahy mikrobidlniho prostiedi,
na omezovani kolonizace a invaze patogenid, na
zachovavani epitelidlni integrity a na podpore imunitnich
funkci. Pro zachovani a podporu vyse uvedenych vlastnos-
ti rezidentni mikrofléry se ve vyzivé Elovéka vyuZivaji
probiotika. Od probiotickych kment se ocekava, zZe budou
mit pfedevSim schopnost kolonizovat, alesponi docasné,
mukézni povrch tlustého stfeva a chranit sliznici pred
napadenim patogeny, jakymi jsou napt. nékteré kmeny
Escherichia coli, Helicobacter pylori nebo jiné intestinal-
ni nebo potravni patogeny, dile schopnost povzbuzovat
imunitni odezvy organismu a také by mély vykazovat
antimutagenni a antikarcinogenni vlastnosti’. Zakladnim
a nezbytnym predpokladem pro vySe uvedené vlastnosti
probiotickych bakterii je jejich schopnost adherence
k intestindlnimu mukéznimu gelu nebo k epitelidlnim
bunkdm*. Bakterialni adherence k intestindlnimu povrchu
je Casto zprostiedkovdna pomoci specifickych vazeb mezi
proteiny bakteridlniho povrchu (lektiny) ke komplemen-
tarnim oligosacharidim na povrchu tkani. Nicméné
bakterie mohou také adherovat nespecificky, pomoci
hydrofobnich interakci s intestindlnim povrchem’. Kmeny
s nejvyssi schopnosti adherence maji nejvétsi vliv na
zdravi hostitele’. Proto je adherence povazovana za jedno
ze zakladnich selek¢nich kriterii pro probiotické mikro-
organismy.

Stanovit adherenci mikroorganismi metodou in vivo je
obtizné, proto byly vyvinuty modely studii in vitro, které
mohou byt provadény na rtiznych povrSich simulujicich
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prostredi stfeva. Nejcast&ji jsou v téchto studiich pouzivany
humanni epitelidlni bunécné linie HT-29 a Caco-2
(napt. 6), které jsou obecné povazovany za modely diferen-
cované humdnni intestindlni mukézy, protoZze vykazuji
v modelech in vitro morfologické a funkcéni vlastnosti
dospélych enterocytli®. Komparativni studie rovnéZz sleduji
adherenci bakterii k buitkkdm HT29-MTX, coZ je homogen-
ni populace humannich poharkovych bunék sekretujicich
mukus s cilem zjistit podil mukézni vrstvy na interakci
bakterii s intestinalnim povrchem®. V pokusech in vitro se
také vyuziva imobilizovany intestindlni mukus, mucinové
agarové tubusy ve fermentorech, nebo celé fermentacni
systémy s mucinovymi nosic¢i. Pfi sledovani adheren¢nich
schopnosti se rovnéz vyuziva znaceni bakterii radioaktivni-
mi izotopy nebo fluoreskujicimi latkami.

In vitro modely pro studium adherence

Adherence bakterii k mucinu

Jedna se o nejjednodussi model vyhodnoceni adherence
k intestindlnimu mukusu, ktery je zaloZen na imobilizaci
komerc¢né dostupného mucinu na povrchu mikrotitraénich
desticek’. Vysledky adherence vSak vykazuji vétsi variabi-
litu, nez jaka je pozorovana pfi pouZiti bunécnych kultur®.
Pro vyhodnoceni adherence je mozné také vyuZzit humén-
niho mucinu ziskaného ze vzorku stolice. Pii pouZiti syn-
tetického a fekdlniho mucinu pro zjiSfovani adherence
u komer¢né dostupnych probiotickych bakterii L. rhamno-
sus GG a B. lactis Bb12 nebyly zjiStény prikazné rozdily
v naméfenych hodnotach. Pro stanoveni rozdilu v adheren-
ci bakterii k mukdzni vrstvé vytvorené v rtiznych castech
stfeva se jako model pouziva intestindlni mucin odebrany
z raznych C4sti stfeva prasat’.

Adherence bakterii k bunécnym kulturdm

Pro tento typ studii in vitro jsou vyuZivany bunécné kul-
tury humannich intestindlnich epitelidlnich bunécnych
linii pfedevsim Caco-2 bunék a HT29-MTX bunék, které
Iépe simuluji prostiedi in vivo. Caco-2 bunky vytvareji
kultury tvofené homogenni a polarizovanou jednoduchou
vrstvou, kterd se svym charakterem blizi dospélym
humannim enterocytim v tenkém stfeve, cehoz se vyuziva
pfi studiu bunéénych interakci. Pfedchozi studie (napt. 10)
prokézaly, ze fluorescencni znaceni bakterii ve spojeni
s jednovrstvou kulturou Caco-2 bunék je vhodny model
pro studie adherence a mize byt vyuZivan jako alternativa
k radioaktivné znacenym bakteriim. Nicméné, tyto kultury
Caco-2 bunék nevytvareji dostatecnou vrstvu mukusu,
a proto i hodnoty adherence nékterych bakteridlnich
kment (napf. L. rhamnosus GG, B. lactis Bb12 nebo
B. animalis 1ATA-A2) k Caco-2 bunkdam jsou vyrazné
niz8i nez k mucinu. A naopak adherence nékterych kment
patogennich bakterii E. coli k Caco-2 kulturam je vyssi
nez k mucinu®.

Bunécénd linie HT29-MTX vznikla z izolace HT29 bunék
adaptovanych na methotrexat (MTX), které se diferencuji
na pohérkové buiiky, sekretujici mucin. Pfi pouZiti samot-

nych bunék HT29-MTX, jsou pozorovany vyrazné nizsi
hodnoty adherence u vsSech testovanych probiotickych
kmenti, ve srovndni s hodnotami ziskanymi u Caco-2
bunék®.

V intestindlnim epitelu predstavuji enterocyty a po-
harkové bunky 2 zdkladni fenotypy bunék. Pro zptfesnéni in
vitro studii bakteridlni adherence byly proto vyvinuty mo-
dely vyuzivajici ko-kultury Caco-2 bunék reprezentujicich
enterocyty a HT29-MTX reprezentujicich poharkové
bunky sekretujici mucin' v poméru 90:10, ktery nejvice
odpovida prirozenym podminkdm v intestinu.

Od Caco-2 bunécné linie byly odvozeny bunécné linie
C2BBe (linie oznacené 1 a 2), které vytvareji jednoduchou
polarizovanou vrstvu bunék s apikalni karticovou vrstvou
srovnatelnou s buitkkami v huménnim intestinu. Ackoli
tyto bunécné linie byly pouZivany jako in vitro model pro
studium praniku bakterie Salmonella typhi ptes intestinalni
epitel, linie C2BBel predstavuje potencidlni alternativni
model pro studium vztahd mezi probiotickymi bakteriemi
a intestindlnimi epitelidlnimi butikami, jak jiz bylo ovéfeno
napf. ve studii®.

Praseci intestindlni epitelidlni bunééné linie IPEC-J2 jsou
v posledni dobé pouzivany jako relevantni in vitro modely
pro studium intestindlnich mezibunéénych interakei',
protoZze i IPEC-J2 butiky mohou diferencovat do bunék
vykazujicich vlastnosti enterocyta.

Vyjdadreni adherence

Adherence probiotickych bakterii je nejcastéji
vyjadfovana jako procento bakterii adherovanych

k pocate¢nimu mnozstvi bakterii pfidanych k zvolenému
médiu (napf. k Caco-2 burikdm). V pfipadé€ pouziti radioak-
tivné znacenych bakterii je adherence vyjadiena jako pro-
cento radioaktivity naméfené po adherenci ve srovnani
s radioaktivitou mikrobidlni suspenze pridané k zvolenému
médiu. Podobné i v pripadé vyuziti fluorescencniho
znaceni bakterii. Pro kvalitativni vyhodnoceni procesu
adherence jsou vyuzivany elektronové mikroskopy.

Zavér

Rozdily v adherencni schopnosti bakterii k mucinu, kul-
turam HT29-MTX a Caco-2:HT29-MTX (90:10) mohou
byt zpisobeny rozdilnym typem mucinu v uvedenych mo-
delech. V mnoha studiich bylo prokazano, Ze adherence
u raznych metod in vitro se lis§i dokonce i u stejného
kmene, coz naznacuje, Ze bakterialni struktury zahrnuté do
procesu vazby na epitelidlni buriky a mukoézni vrstvu
mohou byt rozdilné. Kromé toho bylo prokazéano, Ze adhe-
rence muze byt pozitivné ovlivnéna takovymi faktory, jako
je pouzité medium, teplota a pH. RovnéZ bivalentni ionty,
jako tfeba Ca* mohou bakteridlni adherenci ovlivnit".
Ackoli pouziti bunéénych kultur misto extrahovaného
mucinu Iépe odpovida situaci v Zivém organismu, je nutné
rovnéz vzit v tvahu typ bunék i strukturu bunéénych kul-
tur, protoze to urcuje povahu adheznich mist v systému.
Proto vyuZitim riznych in vitro metod pro studium adhe-
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rence ziskame komplexnéjSi informace o rozdilech
v adherenéni schopnosti jednotlivych bakteridlnich kment
a mizeme tak odliSit jednotlivé typy interakci a molekul,
které zprostfedkuji interakce mezi hostitelem a mikroor-
ganismem.
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Lactid acid as semi product for the production
of polylactates and hio-degradable plastics

Abstrakt

Sladka syrovatka je v soucasné dobé pro vétSinu syraren,
kde vzniké pri vyrobé syrd, odpadnim produktem. Posledni
trendy ve vyzkumu biodegradovatelnych plasti na bazi poly-
laktati, které by mély slouzit k baleni napf. potravinarskych
a dalSich vyrobku, vyuzivaji jako zakladni surovinu kyselinu
mlécnou. Cilem této prace bylo optimalizovat pfipravu
kyseliny mlécné ze syrovatky, ktera je vyznamnym zdrojem
laktozy. Byla sestavena aparatura pro fermentaci sladké
syrovatky a na zdkladé vysledkll predchazejiciho vyzkumu
vybran vhodny kmen Lbc. helveticus CCDM 98 a zvolena
optimalni fermentacni teplota 42 °C. Jako alternativni suro-
vina byl misto syrovatky pouZzit permeat - odpadni produkt
ziskany primyslovou ultrafiltraci odtu¢néného mléka pfi
vyrobé proteinového koncentratu. Byly pouzity tifi druhy
syrovatky a dva druhy permeatu. Nékteré fermentace probéh-
ly za pridavku suplementu kvasni¢ného extraktu. Pribéhy pH
v Case u jednotlivych fermentaci byly znazornény graficky
a dalsi vysledky sestaveny do tabulky. K posunu reakéni
rovnovahy byla vznikajici kyselina mlécna neutralizovana
uhli¢itanem vapenatym. Vznikly mlécnan vapenaty byl kon-
vertovan kyselinou sirovou na kyselinu mléénou a vedlejsi
produkt siran vapenaty byl dekantaci a vakuovou filtraci
odstranén. Nasledné byla separovand kyselina mlécna
zahusténa na vakuové odparce a podrobena analyze na obsah
predev§im L-kyseliny mlééné a D-kyseliny mlécné
a zbytkové laktézy. Z dosavadnich vysledki se jako nejlepsi
jevi fermentace syrovatky s pridavkem 0,5 % kvasni¢ného
autolyzatu a uhli¢itanu vapenatého ptidaného jednorazoveé na
zaCatku fermentace nebo postupné v pribéhu fermentace, za
pouziti 11 % inokula Lbc. helveticus CCDM 98, kdy doslo
k vice jak 90 % konverzi laktozy na kyselinu mlécnou.

Klicova slova: syrovitka, permedt, polylaktat, biode-
gradovatelné plasty

Abstract

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