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Determination of biomass formation ability
in EPS-producing strains after selenization
using confocal microscopy

Abstrakt

PredloZena studie zkouma vliv selenizace na scho-
pnost tvorby biomasy u bakteridlnich kmend produku-
jicich exopolysacharidy (EPS), pomoci konfokalni
mikroskopie. Testovdno bylo pét bakteridlnich kment
(Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 72, Enterococ-
cus faecium CCDM 922A, Streptococcus thermophilus
CCDM 144 a Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

CCDM 767), vcetné probiotického kmene Bifidobacte-
riumanimalis subsp. lactis BB-12°, které byly kultivovany
v médiu s riznymi koncentracemi seleni¢itanu sodného
(10, 30 a 50 mg/l). Schopnost tvorby biomasy selenizo-
vanych kment byla porovnivdna s neselenizovanymi
kmeny. Po sedmi dnech kultivace byla vyhodnocena
tloustka vzniklé komplexni biomasy (4,8—14 pm) pomoci
konfokalni mikroskopie. Vysledky naznacuji rozdilny
vliv koncentrace seleniCitanu na schopnost tvorby bio-
masy testovanych kmend. Statisticky vyznamny vliv se-
lenizace byl prokéazan pouze u kmene BB-12° (p < 0,05),
avSak nebyla zjiSténa piimd zdvislost mezi koncen-
traci seleniCitanu sodného a tloustkou vytvorené bio-
masy. Ackoli se jedna o pilotni studii, ziskané vysledky
prispivaji k rozsifeni dosavadnich poznatkd o vlivu sele-
nizace na schopnost vybranych kment formovat bio-
masu, coZ je méalo prozkoumana oblast.

Klicova slova: konfokalni mikroskopie, biomasa,
selenizace, exopolysacharidy, bakterie mlécného kvaseni,
BB-12°

Abstract

The presented study investigates the effect of seleni-
zation on the biomass formation ability of exopolysac-
charide (EPS)-producing bacterial strains using confocal
microscopy. Five bacterial strains were tested: Lactococ-
cus lactis subsp. lactis CCDM 72, Enterococcus faecium
CCDM 922A, Streptococcus thermophilus CCDM 144,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767,
and the probiotic strain Bifidobacterium animalis subsp.
lactis BB-12®. These strains were cultivated in a medium
containing varying concentrations of sodium selenite
(10, 30, and 50 mg/L). The biomass formation ability of
the selenized strains was compared to that of non-sele-
nized strains. After seven days of cultivation, the thick-
ness of the formed complex biomass (ranging from 4.8 to
14 um) was evaluated using confocal microscopy. The
results indicate that the concentration of sodium selenite
had varying effects on biomass formation among the
tested strains. A statistically significant effect of seleniza-
tion was observed only in the BB-12® strain (p < 0.05).
However, no direct correlation was found between the
sodium selenite concentration and the thickness of the
formed biomass. Although this is a pilot study, the fin-
dings contribute to expanding existing knowledge about
the impact of selenization on the ability of selected strains
to form biomass, an area that remains underexplored.

Keywords: confocal microscopy, biomass, seleniza-
tion, exopolysaccharides, lactic acid bacteria, BB-12°®

Uvod

Konfokalni laserova skenovaci mikroskopie (CLSM) je
fluorescencni mikroskopie s vysokym rozliSenim, ktera
umoziuje neinvazivni snimani vzorkd v redlném Case.
V zdkladnim usporadéani poskytuje fluorescencni vizuali-
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zaci bunék a bunéénych struktur pomoci optickych fezi
o tloustce 0,5-1,5 um, coZ umoZziiuje naslednou 3D re-
konstrukei vzorkd. CLSM je cennym nastrojem pro sle-
dovani schopnosti bakterii pfilnout k povrchu, a nasledné
tvorby biofilmu.

Adherence mikroorganismu je sloZity proces, ktery
zavisi na mnoha faktorech, v€etné pfitomnosti exopoly-
sacharidii (EPS), S-vrstvovych proteinu a lipoteichoové
kyseliny (Pan et al., 2017). Vlastnosti jako autoagre-
gace, koagregace a hydrofobicita povrchu poskytuji
mikroorganismiim vyhodu pfi kolonizaci stfevniho traktu
a pri jejich interakci s hostitelskymi tkanémi (Pan et al.,
2017). Schopnost probiotickych bakterii pfilnout k hlenu
sttevniho epitelu je kliCovym kritériem pfi vybéru probio-
tik. Tato vlastnost zvysuje jejich Sanci na preZziti v gastro-
intestindlnim traktu a podporuje jejich pozitivni G¢inky
na zdravi (Okochi et al., 2017; Garcia-Cayuela et al.,
2014). Ackoli samotnd schopnost adherence nezarucuje
zdravotni pfinosy, mize hrat vyznamnou ochrannou roli
proti patogennim bakteriim. Prospésné bakterie soutézi
S patogeny o vazebna mista na butikach hostitele, ¢imZ
omezuji jejich schopnost kolonizovat stfevni epitel
a zpusobovat infekce (Monteagudo-Mera et al., 2019).

Nékteré bakterie mlééného kvaSeni (BMK) maji
schopnost produkovat exopolysacharidy (EPS), coz jsou
polymery s vysokou molekuldrni hmotnosti vznikajici
jako produkty bakteridlniho metabolismu. EPS zlepsuji
texturu mlécénych vyrobkl, zejména jejich viskozitu
(Guo et al., 2013), a mohou pozitivn€ ovlivnit traveni
diky delSimu setrvani v travicim traktu, coZ podporuje
kolonizaci sliznic prospéSnymi mikroorganismy (Korakli
et al., 2003). V této studii byly testované kmeny BMK
identifikovany jako producenti EPS, jejichZ produkce
byla potvrzena na genetické trovni, a také fenotypové,
zvySenou viskozitou fermentovanych produkta.

Selen je esencidlni stopovy prvek s vyznamnymi
antioxidacnimi ucinky, ktery chrani bunky pfed oxidac-
nim stresem a podporuje spravnou funkci §titné zlazy.
Je soucasti selenoaminokyselin a selenoproteint, jako
je napt. glutathion peroxidaza, thioredoxin reduktaza
a dalsi (Rayman M.P., 2000; Pescuma et al. 2017).
Neékteré BMK, bifidobakterie a kvasinky jsou schopny
véazat a biotransformovat selen z prostfedi na jeho méné
toxické organické formy, jako jsou selenocystein, sele-
nomethionin a methylselenocystein (Zhang et al., 2009).
Timto zpiisobem je mozné vyvinout BMK nebo kvasinky
obohacené o selen, coZ miiZe vést k zvySeni zdravotnich
pfinosti a nutri¢ni hodnoty potravin obsahujicich tyto
prospésné mikroorganismy. Pfiznivé ucinky selenem
obohacenych mikroorganismi byly prokazény v nékolika
in vitro a in vivo studiich, kde vykazovaly antioxidacni,
antimutagenni, antimikrobidlni, antikarcinogenni a pro-
et al., 2014; Yang et al., 2018; Krausova et al.,2020).

Prestoze selenem obohacené kvasinky Saccharomyces
cerevisiae jsou jiz v Evropské unii povoleny pro pouZziti
v potravindch a dopliicich stravy (Smérnice Komise

2006/129/ES), selenem obohacené BMK dosud schva-
leny nejsou. K jejich legislativnimu uznani je nutné
ziskat dalsi informace o jejich bezpecnosti, funkcnosti
a specifickych vlastnostech.

Tato studie se zamérfuje na analyzu vlivu selenizace
na schopnost tvorby biomasy u EPS-produkujicich bak-
teridlnich kment pomoci mikroskopickych technik. Sele-
nizace muze vyznamné ovlivnit fyziologické vlastnosti
mikroorganismi, v¢etné jejich schopnosti tvorit biomasu,
coz je klicové pro pochopeni mechanismu jejich preziti
a interakce s prostfedim. Cilem studie je proto prohloubit
poznatky o vlivu selenizace na tyto schopnosti vybranych
kment a pfinést nové informace o selenizovanych BMK
a bifidobakteriich, které mohou pfispét k jejich budoucim
aplika¢nim vyuzitim.

Material a Metodika

Bakteridlni kmeny

Pro sledovani vlivu selenizace bakterii na jejich
schopnost tvofit biomasu bylo vybrdno pét kmeni
s prokdzanou produkci exopolysacharidi (EPS), vcetné
komer¢niho probiotického kmene Bifidobacterium ani-
malis subsp. lactis BB-12® (Ch. Hansen Czech Repub-
lic s.r.o., Starovice, CR). Ostatni kmeny (Streptococcus
thermophilus CCDM 144, Enterococcus faecium CCDM
922A, Lactococcus lactis subsp. lactis CCDM 72 a Lac-
tobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767)
pochazely ze Sbirky mlékarskych mikroorganismu Lak-
toflora® (T4bor, CR). Testované kmeny byly kultivovany
v médiich M17 podle Terzaghi pro kmeny CCDM 144,
CCDM 922A a CCDM 72, dile MRS pH 5,4 pro kmen
CCDM 767 a MRS pH 6,2 s pfidavkem 0,01% L-cystein
hydrochloridu (Merck, Darmstadt, Némecko) pro kmen
BB-12®. Kultivace probihala pfi teploté 37 °C (30 °C
pro CCDM 72) po dobu 24 hod., anaerobné (CCDM 767
a BB-12°), resp. aerobné u ostatnich kment.

Selenizace a priprava vzorku pro analyzu.
Selenizované kmeny byly pripraveny dle metody uve-
dené v publikacich Hyrslova et al. (2022) a Mrvikova
et al. (2024). Pro testovani schopnosti tvorit biomasu byla
pouzita modifikovana metodika dle Gkana et al. (2017).
Pro testovani bylo dle predchozich poznatkd pouZito
10, 30 a 50 mg/1 selenicitanu sodného (Na,SeO;, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Mo, USA). Selenizované bakterialni
kmeny, kultivované v pfitomnosti vybranych koncen-
traci seleniCitanu, byly po ukonceni inkubace odstfedény
(10 minut, 3000 rpm), tfikrat promyty fosfatovym pufrem
(PBS) a narfedény na optickou denzitu (OD) 0,5 (Tecan
Infinite M200, Tecan Group, Ménnedorf, Sv;’rcarsko).
K 5 ml pfipravené bakterialni suspenze byl pfidan fluo-
rescein (fluorescein-5-isothiocyanate, FITC) na finalni
koncentraci 25 pg/ml FITC. Po 30 minutich inkubace
ve tmé byly vzorky opét odstiedény, promyty PBS
a znovu naredény na objem 5 ml. Nasledné bylo 100 pl
pripravené suspenze napipetovano na 24-jamkovou mik-
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rotitracni desticku se sklenénym dnem (Cell-
vis, P24-1.5H-N, VWR, USA) a doplnéno
900 ul PBS. Vzorky byly inkubovény pfi
teploté 15 °C po dobu 3 hodin za aerobnich
nebo anaerobnich podminek (v zavislosti na
testovaném kmenu). Po inkubaci byly vzorky
opatrné promyty PBS, a poté byl pridan 1 ml
standardniho média: M17 pro koky, MRS
pro BB-12° a CCDM 767. Nasledna kulti-
vace probihala dle optimdlnich ristovych
podminek viz. vySe. Médium bylo ménéno 0
kazdych 48 hodin. Sedmy den experimentu
byly kmeny promyty a znovu obarveny fluo-
resceinem z divodu zajisténi komplexniho
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obarveni vSech bakteridlnich bunék. Po
30 minutach inkubace ve tmé bylo médium
s fluoresceinem odstranéno bez dalSiho pro-
myvani PBS a takto pfipravené desticky byly
nasledné pouzity na mikroskopovani.

Konfokdlni mikroskopie

Pozorovéani byla realizovdana pomoci kon-
fokalniho laserového skenovaciho mikrosko-
pu (CLSM) s excitacnim filtrem 450-490 nm
a emisnim filtrem 520 nm na pfistroji Olym-
pus FV1000 (Olympus, CR) ve Stfedisku cy-
tometrie a mikroskopie Mikrobiologického
tstavu AV CR. Ziskané snimky ve forma-
tu .oib (Olympus Image Binary file) byly
nasledné zpracovany a analyzovany pomoci
softwar IMARIS a OLYMPUS FLUOVIEW
Viewer (Olympus, verze 4.2.b, CR) na pra-
covisti Ustavu biochemie a mikrobiologie
VSCHT Praha. Po normalizovaném zvyraznéni oblasti
zajmu (ROI) v fezech komplexni biomasy byla u kazdé
z trojice biologickych replik provedena méfeni tloustky
narostlé vrstvy biomasy ve Ctyfech technickych rep-
likach. Namétené hodnoty byly podrobeny statistickému
zpracovani. Pro vyhodnoceni dat byla pouZita jednofak-
torova analyza rozptylu (ANOVA) s naslednym Tukey-
HSD post hoc testem. Statisticky vyznamné rozdily byly
stanoveny na hladiné vyznamnosti p < 0,05.

Vysledky a diskuse

Adherence je kli¢ovym krokem pro vznik biofilmu —
komplexni struktury, kterd mikroorganismiim poskytuje
ochranu a zvySuje jejich Sanci na preZiti v neptiznivych
podminkach. Tato price se zaméfila na studium vlivu
selenizace na schopnost tvorby biomasy u EPS-pro-
dukujicich bakteridlnich kmenti pomoci konfokalni
mikroskopie. Selenizace vyrazné ovliviluje fyziologii
mikroorganismu, zejména jejich schopnost adheze, coz
je klicové pro pochopeni mechanismi jejich preziti
a interakci s okolnim prostredim.

Schopnost tvorby biomasy byla hodnocena méfenim
tloustky komplexni biomasy na zékladé analyzy snimku

Graf 1 Porovnani zavislost tloust’ky biomasy (um) testovanych kmenti
na koncentraci Na,SeO; v médiu

Obr. 1 Mikroskopické snimky komplexni biomasy kmene Bifidobacterium
animalis subsp. lactis BB-12®, koncentrace selenic¢itanu sodného
v médiu a) 0 mg/l, b) 10 mg/l, c) 30 mg/l a d) 50 mg/I

z konfokalni mikroskopie. Mezi jednotlivymi kmeny byly
zaznamendany rozdily v schopnostech tvofit biomasu, coz
poukazuje na kmenovou specificitu. VSechny testované
kmeny vykazovaly dobrou schopnost tvofit biomasu za
in vitro podminek, pfi¢emz tloustka biomasy se pohy-
bovala v rozmezi 4,8 um az 14,0 um (Graf 1). Nejsilngjsi
vrstva komplexni biomasy byla stanovena u probiotické-
ho kmene Bifidobacterium animalis subsp. lactis BB-12®
po selenizaci 10 mg/l seleni¢itanu sodného, zatimco
nejtenci vrstva byla zaznamenana u kmene Enterococcus
faecium CCDM 922A po selenizaci 50 mg/l. Vysledky
naznacuji rozdilny vliv koncentrace selenicitanu na scho-
pnost produkce biomasy testovanych kment. Statisticky
vyznamny vliv selenizace byl prokdzin pouze u kmene
BB-12°® (p < 0,05), avSak nebyla zjiSténa piima zavis-
lost mezi koncentraci selenicitanu sodného a tloustkou
vytvorené biomasy (Obr. 1).

Ziskané vysledky nebylo mozné porovnat s obdobnymi
studiemi, protoZe v dostupné literature chybi data tykajici
se vlivu selenizace na adherenci a schopnost formovat
biomasu. Podle naSich znalosti se jedna o jednu z prvnich
studii, kterd tento aspekt zkouma. Nicméné, v jedné
z naSich predchozich studii (Krausova et al., 2020) byl
sledovan vliv selenizace na hydrofobicitu povrchu bunék,
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coz je jedna z duleZitych charakteristik, kterd ma vliv
na celkovou adheren¢ni schopnost. Ve zmifované stu-
dii testované kmeny CCDM 922A a CCDM 144 vy-
kazaly po selenizaci vysSi hodnoty hydrofobicity nez
jejich neselenizované matetské kmeny. U kmene CCDM
144 se plvodni hydrofobicita (7,97 %) vice neZ zdvoj-
nasobila (na 17,02 %), zatimco u CCDM 922A doslo
k jesté vyraznéjSimu narastu, a to z 2,13 % na 17,26 %.
Selenizace tedy vyrazné zvySila hydrofobicitu téchto
kmend, navic zlepSila také jejich antioxidacni vlastnosti.
Korelace mezi adherenci a hydrofobicitou byla zkou-
mana v fadé studii, ¢asto s protichidnymi vysledky,
protoZe vlastnosti bunééné adherence jsou ovliviiovany
riznymi faktory, jako je sloZeni kultivaéniho média,
teplota nebo pH (Garcia-Cayuela et al., 2014; Hernan-
dez-Hernandez et al., 2012; Kos et al., 2003). Dalsi
vyznamnou Vlastnosti ovliviiujici celkovou adherenci
je agregace. Autoagregace se povazuje za prvni krok
adherencniho procesu, pfi kterém bakterie fyzicky inte-
raguji mezi sebou (auto-agreguji) a néasledné se usazuji
(Sorroche et al., 2012). Autoagregace muze také hrat
antagonistickou roli vici potencidlnim patogennim
k povrchim (Saito et al., 2019). Se schopnosti adherence
je uzce spojena i schopnost nékterych kment produko-
vat EPS. Jednd se o polysacharidy vylucované bakterie-
mi do jejich okoli. Tyto latky tvofi zdklad biofilmii, coz
jsou struktury, které bakterie vytvareji k ochrané pred
nepriznivymi podminkami, a hraji kli¢ovou roli v adhe-
renci mikroorganismid k povrchim. EPS mohou také
prispivat k interakcim s hostitelem, chranit pred imunitni
reakci a zvySovat odolnost mikroorganisma vici stresu,
jako je sucho, vysoké teploty nebo pritomnost antibiotik.
EPS maji vyznamné vyuZiti v biotechnologii, farmacii
a potravinarstvi. Produkce EPS muzZe byt zejména spo-
jena s hydrofobicitou a vlastnostmi bunééného povrchu,
protoze ¢ast EPS muze byt uvolnéna do prostiedi, za-
timco kapsularni EPS zistava vazan na bunécnou sténu
mikroorganismil, coz mize ovlivnit vlastnosti bunécného
povrchu (Nachtigall a kol., 2019). Slozky bunécné stény
a polysacharidy spojené s bakteridlni bunécnou sténou
a EPS hraji kromé schopnosti védzat ionty kovil také
zasadni roli pfi urovani vlastnosti bakteridlniho po-
vrchu (Ruas-Madiedo a kol., 2002). Domnivali jsme se,
Ze podobné uc¢inky na bunéény povrch by se vyskytly
také u bakterii obohacenych selenem. Kmeny se schop-
nosti biotransformovat anorganické slouceniny selenu
na organické formy zaclefiuji selen do proteint,
aminokyselin, intracelularnich nebo extracelularnich
nanocastic, nebo potencidlné do bakteridlniho EPS
(Palomo-Siguero a kol., 2016). Pro komplexni posouzeni
vlivu obohaceni selenem na vlastnosti bunécného
povrchu budou nezbytné dalsi analyzy a vyuZziti metod,
které umozni lepsi charakterizaci a pochopeni celkové
schopnosti adherence, jako napf. autoagregace, koag-
regace nebo schopnosti prilnout k tkanovym modeliim
stfevniho epitelu.

Zaver

Predlozena studie zkoumala vliv selenizace na schop-
nost produkce biomasy u EPS-produkujicich bakterial-
nich kmenti, a to za pouziti konfokalni mikroskopie.
Vysledky ukazaly, zZe vliv selenizace na schopnost tvorby
biomasy je kmenovée specificky. Pozitivni efekt seleni-
zace na tuto schopnost u testovanych kmenti byl pozo-
rovan u probiotického kmene Bifidobacterium animalis
subsp. lactis BB-12°, nejvice pfi koncentraci 10 mg/l
seleni¢itanu sodného, zatimco u jinych kment tento efekt
nebyl prokdzan. Ziskané vysledky naznacuji, Ze vliv
selenizace bakterii na schopnost tvorby biomasy zavisi
na specifickych vlastnostech kmene a na pouzité koncen-
traci selenicitanu. Pro potvrzeni a rozSiteni téchto zjisténi
bude nezbytné provést dalsi experimenty zahrnujici me-
tody jako autoagregaci, koagregaci ¢i testy adherence na
modelu stfevni sliznice. Klicové bude také vyreSeni me-
todologickych vyzev, véetné vybéru vhodnych barvicich
technik pro odliSeni eukaryotnich a prokaryotnich bunék.
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Dalsi vybér z védecké literatury pro toto ¢islo zahrnuje nasledujici publikaci:

Rust methicilin-rezistentniho Staphylococcus aureus pri vyrobé mékkych syri ze syrového mléka
a inhibi¢ni ucinek startovaci kultury

Wormann, M.E., Pech, J., Reich, F, Tenhagen, B.-A., Ichmann-Schauer, H., Lienen, T. (2024): Growth of methicillin-resistant Staphylococcus aureus during
raw milk soft cheese-production and the inhibitory effect of starter culture. Food Microbiology, 119, s. 104451.

Konzumace syrového mléka nebo vyrobkll z ného miiZze byt potencidlnim rizikovym faktorem pfenosu methici-
lin-rezistentniho Staphylococcus aureus (MRSA). Proto jsme studovali rist MRSA béhem vyroby mékkych syra ze
syrového mléka. Navic jsme zkoumali inhibi¢ni tcinek Ctyr startovacich kultur (Lactococcus lactis, Lacticaseibacil-
lus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus helveticus) na rist MRSA v bodovém agarovém testu
a v kokultivaci syrového mléka podle teplotniho profilu vyroby syra. V pocatecnich fazich vyroby syra ze syrového
mléka se pocty MRSA zvysily o 2 logaritmické jednotky. Ve fazi zrani pocty MRSA poklesly jenom mirné a zlstaly
vysoké az do konce skladovani. Srovnatelné pocty MRSA byly zjiStény v kiife i v jadru syrit a byly pozorovany
specifické rozdily mezi kmeny. V bodovém agarovém testu ukazaly vSechny Ctyfi kultury silnou nebo stfedni inhibici
rastu MRSA. Oproti tomu v syrovém mléce silné inhiboval MRS A pouze Lactococcus lactis, zatimco vSechny ostatni
kultury mély na rst MRSA jen maly inhibi¢ni ucinek. Nase vysledky naznacuji, Ze MRSA sleduji podobny rastovy
vzor, jaky byl popsédn u jinych S. aureus béhem vyroby mékkych syrti ze syrového mléka, a ilustruji potencialni pouZiti
vhodnych startovacich kultur pfi vyrobé syri ze syrového mléka.
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