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Annotatsioon

Uue polvkonna probiootikumide kandidaadid on spetsiifilised tlived, millega on nahtud ravivat ja
ennetavat moju podletikuliste soolehaiguste ja muude seisundite vastu. Nende kasvatamine kooslustes
oleks to6stuslikult kasulik ning véib slimbiootiliselt kandidaatide kasvu ja tootlikkust soodustada.

Kaesolevas |0putdds uuriti isotermilise mikrokalorimeetriga viie uue pdlvkonna probiootikumi
kandidaadi kasvu 14 erineva sisinikuallika juuresolekul. Saadud kasvukiiruste jargi valiti igale
bakteritlivele unikaalne substraat ning koostati kaks kooslust: A. colihominis ja B. caccae; B.
adolescentis, B. faecis ja F. prausnitzii. Mdlema koosluse kasvu moddeti unikaalsete substraatide
juuresolekul nii monokultuuride kui ka kooslusena.

A. colihominis’e ja B. caccae’ puhul ei soodustanud koosluses kasvamine bakteritiivede kasvu ega
tootmisvdimet. F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e puhul soodustas koosluses kasvamine
esimesel pdeval F. prausnitzii’ kasvu, jargmistel pdevadel ei olnud erinevust vGrreldes monokultuuride
summeeritud toodetud soojustega.

Kasvugraafikud ning HPLC andmed naitasid, et mdlemast kooslusest arenes mitu paralleeli kasutama
lisaks oma unikaalsele substraadile ka muu koosluses oleva tlive substraati. Selle valtimiseks peab
edaspidi arvestama lisaks kasvukiirusele substraatide tarbimise kiirust ning unikaalsete substraatide
moju uurimisel saadud teadmisi tekkinud biomassi kogustest.



Abstract

The candidates for the new generation of probiotics are specific strains that have been observed to
have therapeutic and preventive effects against inflammatory bowel diseases and other conditions.
Cultivating them in co-cultures would be industrially beneficial and may symbiotically promote the
growth and productivity of the candidates.

In this thesis, the growth of five candidates for the new generation of probiotics was screened using an
isothermal microcalorimeter in the presence of 14 different carbon sources. Based on the obtained
growth rates, a unique substrate was selected for each bacterial strain, and two co-cultures were
formed: A. colihominis and B. caccae; B. adolescentis, B. faecis, and F. prausnitzii. The growth of the
strains was screened in the presence of the unique substrates as monocultures and in co-culture.

For A. colihominis and B. caccae, the growth in the co-culture did not promote the growth or production
capacity of the bacterial strains. In the case of F. prausnitzii, B. faecis, and B. adolescentis, growth in
the co-culture promoted the growth of F. prausnitzii on the first day, but there was no significant
difference in comparison to the summed heat produced by the monocultures in the following days.

The growth curves and HPLC data showed that evolution occurred in multiple parallels in both co-
cultures, where strains started using substrates from other strains present in the co-culture in addition
to their unique substrate. To avoid this, future studies must consider the rate of substrate consumption
in addition to the growth rate and utilize the knowledge of the generated biomass gained from
screening unique substrates.



Kasutatud liihendite loetelu

A. colihominis — Anaerotruncus colihominis

B. adolescentis — Bifidobacterium adolescentis

B. caccae — Bacteroides caccae

B. faecis — Blautia faecis

F. prausnitzii — Faecalibacterium prausnitzii

HPLC — korgsurvevedelikkromatograafia (ing. high-performance liquid chromatography)
IMC —isotermiline mikrokalorimeeter (ing. isothermal microcalorimeter)

PBS - fosfaatpuhverlahus (ing. phosphate-buffered saline)



Sissejuhatus

Probiootikumid on tuntud oma ohutu ja kasuliku mdéju tottu peremeesorganismile, parandades
soolestiku mikrofloora tasakaalu ning leevendades erinevaid haiguseid (Soccol et al., 2010). Nende
populaarsuse kasvades on probiootikumide turg saavutanud 2022. aastal tuluvaartuse 57,8 miljardit
dollarit (52,8 miljardit eurot) (MarketsandMarkets, 2022). Hoolimata nende positiivsetest omadustest
on probiootikumide mdju liiga varieeruv, et neid saaks pidada kliiniliselt efektiivseteks vdi kasutada
spetsiifiliste haiguste raviks (Zhang et al., 2022).

Kliiniliselt tdhusamateks peetakse probiootiliste mikroorganismide kindlaid tlivesid, mida nimetatakse
uue polvkonna probiootikumideks (Lopez-Moreno et al., 2021). Nende kandidaadid on naidanud
positiivset m&ju pdletikuliste soolehaiguste, sealhulgas Crohni téve (Pesce et al., 2022), Clostridium
difficile infektsiooni (Hickson, 2011), llekaalulisuse ja muude haiguste vGi seisundite ravimisel voi
ennetamisel (L6pez-Moreno et al., 2021).

Pohiliselt kultiveeritakse tdnapdeval té6stusbiotehnoloogias kasutatavaid mikroobitlivesid tikshaaval,
et organismide kasv oleks kontrollitud ning kasvukeskkond véimalikult saastusevaba. Siiski on
margatud, et mikroorganismide koosluses kasvatamine véib olla efektiivsem ja toostuslikult kasulikum,
kui nende erinevate ensiimaatiliste ja metaboolsete radade vahel tekib siinergia. (Bader et al., 2010)

Hetkel puudub tehnoloogia keeruliste probiootiliste bakterikoosluste efektiivseks tootmiseks. Sageli
toodetakse Uksikud liigid eraldi ning segatakse need hiljem kokku, kuid see ei ole t6hus kiimnete voi
sadade liikide tootmiseks. Stabiilsete koosluste t66stuslikul tasemel tootmise tehnoloogia oleks vajalik
mikroorganisme sisaldavaid voi mikroobseid terapeutilisi tooteid valmistavatele ettevotetele, naiteks
Lallemand, 4D Pharma PLC ja Enterome.

Antud t66 aitab kaasa tehnoloogia arendamisele, mis keskendub probiootilistele bakteriliikidele
spetsiifiliste kasvusubstraatide leidmisele ning nende andmete p&hjal moodustatud koosluste kasvu
uurimisele.



1. Kirjanduse ulevaade

1.1. Traditsioonilised probiootikumid

Probiootikumid on defineeritud kui elus mikroorganismid, mis on peremeesorganismi tervisele piisavas
koguses manustatuna kasulikud. Nende soodne m&ju on olnud teada juba sajandeid ning probiootilisi
baktereid sisaldavaid toite nagu keefir, hapupiim ja kumdss on kasutatud tervist edendavatel
eesmarkidel (Soccol et al., 2010). Toidus sisalduvate kindlate bakteriliikide oletatav kasu tervisele toodi
esmakordselt valja 20. sajandi alguses, kui vene bioloog llja Metchnikoff vaitis, et fermenteeritud
jogurtis olevad Lactobacillus bulgaricus ja Streptococcus thermophilus pikendavad eluiga ning
parandavad tervist (Soccol et al., 2010). Esimest korda kasutasid sGna “probiootikum” teadlased Lilly ja
Stillwell aastal 1965 (Gupta & Garg, 2009).

Ideaalne probiootikum peab vastama kindlatele kriteeriumitele, mis sisaldab mikroorganismi véimeid
ja kasu peremeesorganismile. Probiootikum peab saama hakkama suuddne lagundavate ensiimidega,
mao ja soolestiku madala pH ja happeliste ihenditega ning temperatuurimuutusega. Samuti on tahtis,
et probiootikum suudab kleepuda soolestiku epiteeliumile ning valdib seega peristaltika tottu valja
uhumist. Soolestikus véitlevad probiootikumid patogeensete (hendite voi organismide vastu ning
tugevdavad immuunsiisteemi (de Melo Pereira et al., 2018). Lisaks peavad nad olema ohutud, inimese
tervisele kasuliku m&juga ja mojutama kohalikku metabolismi (Gupta & Garg, 2009).

Populaarseimad probiootikumidena tarvitatud mikroorganismid kuuluvad Laktobatsillide,
Bifidobakterite ja Streptokokkide perekondadesse, kuid on kasutatud ka enterokokke ja parme. Igal
tlvel, seejuures ka samast liigist parinevatel, on erinev probiootiline potentsiaal ja mdju. (Soccol et al.,
2010)

Laktobatsillid on aerotolerantsed vdi anaeroobsed kepikujulised bakterid, mis ei moodusta spoore ning
varvuvad Gram-positiivselt (Soccol et al., 2010). Neid leidub peamiselt soolestikus, kuid ka siiljes ja
genitaaltraktis. Laktobatsillide toodetud atsetaat, propionaat ja laktaat vGivad alandada soolestiku pH-
d, inhibeerides seega patogeenide kasvu. Levinuimad liigid soolestikus on Lactobacillus brevis, L. casei,
L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum. Laktobatsille kasutatakse toidut6ostuses naiteks jogurti,
juustu, hapukapsa ja -kurkide tootmiseks. (Christine M. Slover & Larry Danziger, 2008)

Bifidobaktereid kirjeldatakse kui Gram-positiivseid ja katalaas-negatiivseid anaeroobe, mis ei moodusta
samuti spoore. Nad vdivad olla erineva kujuga, naiteks lihikesed ja kdverad voi Y-kujulised pulgad.
Hetkel kuulub Bifidobakterite perekonda 30 liiki, eraldatud nii inimestest, loomadest, reoveest kui ka
fermenteeritud piimast. Bifidobakterid on inimese soolestiku heaolu jaoks vaga olulised, tugevdades
immuunsust ning kaitstes maosoolepdletiku vastu (Gomes & Malcata, 1999). Nende arvukus inimese
soolestikus ja genitaaltraktis s6ltuvad toitumisharjumustest ja vanusest (Soccol et al., 2010).



1.2. Uue polvkonna probiootikumide kandidaadid

Kuigi probiootikumite kasutamisel on ndhtud haiguseid leevendavat mdju ulelldiselt soolestiku
mikrofloora tasakaalu taastamise voi uuendamisega, ei ole need kliiniliselt efektiivsed ega spetsiifilised
(Zhang et al., 2022). Kindlatel probiootikumide tlvedel on aga eriomased positiivsed efektid haiguste
ravimisel, mistdttu kutsutakse neid uue pdlvkonna probiootikumideks (Lépez-Moreno et al., 2021).

Soolestiku mikrobioomiga seotud haiguste ravimisel on kasutatud ka fekaalse mikrobioota siirdamist,
millega on nahtud margatavat mdéju pdletikuliste soolehaiguste, neuropsiihhiaatriliste seisundite,
autoimmuunhaiguste ja allergiate taandamisel. Arvukatel juhtudel on fekaalsel mikrobioota siirdamisel
olnud aga negatiivsed tagajarjed, nende hulgas viiruslikud ja bakteriaalsed infektsioonid ning surm.
(Wang et al.,, 2016) Defineeritud probiootikumide kooslused on sellega vorreldes ohutumad ja
kontrollitavamad (Kurt et al., 2021).

Uue pdlvkonna probiootikumid sisaldavad elus mikroorganisme ning neid saab kasutada haiguse voi
seisundi ravimiseks vOi ennetamiseks, kui need on l|dbinud kliinilised katsed. Uue pdlvkonna
probiootikumide kandidaatide hulka kuuluvad naiteks Akkermansia muciniphila, Faecalibacterium
prausnitzii, Bacteroides fragilis, Eubacterium hallii ja Roseburia spp. puhaskultuurid. (Zhang et al., 2022)

Poletikuliste soolehaiguste, naiteks Crohni tove ja haavandilise koliidi korral on inimestel mikrofloora
tasakaal hairitud. Tavaliselt vdheneb md&lema haigusega soolestikus Firmikuutide ja Bakteroideste
osakaal ning suureneb negatiivsete omadustega Proteobakterite ja Aktinobakterite oma. Soole arrituse
leevendamiseks on kasutatud lisaks ravimitele erinevaid probiootilisi mikroorganisme, nende seas
Bifidobakterite ja Laktobatsillide liike, kuid ainult probiootikumidest erilist kasu ei ole ndhtud. (Pesce et
al., 2022)

Antibiootikumide kasutamine hairib samuti soolestiku mikrobioomi ning kaitse patogeensete
mikroobide vastu ndrgeneb, pdhjustades kahjulike Clostridium difficile (CD), Salmonella ja
Staphylococcus aureus’e kasvu (Hickson, 2011). Clostridium difficile infektsiooni tottu vGib tekkida
t6sine kdhulahtisus v6i pseudomembranoosne koliit (Kondepudi et al., 2014), mis voivad I6ppeda
surmaga (Hickson, 2011). Varasemalt on naidatud probiootikumide positiivset méju CD infektsioonile,
kui neid on kasutatud koos prebiootikumide (Kondepudi et al., 2014) v6i muude nende mdgju
parandavate lisanditega, nditeks kstlitooliga (Ratsep et al., 2017), kuid traditsioonilised probiootikumid
Uksi piisavat kaitset ei anna. Teistel kindlatel tiivedel, nditeks Lactobacillus rhamnosus GG-l, on aga
vOimalus olla kliiniliselt efektiivsemad. (Hickson, 2011)

Uue pdlvkonna probiootikumide positiivset m&ju on margatud ka (ilekaalulisuse korral. Ulekaalulistel
inimestel on tihti soolestikus rohkem Firmikuute ja vdhem Bakteroideseid, normaalkaalus inimestel aga
vastupidi. Uue generatsiooni probiootikumide tlived voivad aidata nende tasakaalu taastada. Samuti
voivad need osaleda diabeedi, metaboolsete slindroomide, maksahaiguste ja endokriinsiisteemiga
seotud hairete ravis. (Lépez-Moreno et al., 2021)
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1.3. Koosluste kultiveerimine

Enamik toostusbiotehnoloogia produkte on tadnapdeval toodetud protsessidega, mis pd&hinevad
mikroobitiivede (kshaaval kultiveerimisel. Selline meetod vdimaldab hoida kultivatsiooni
saastusevabana ning kontrollida mikroobide keskkonda, kasvu ja produktide tekkimist. Teatud juhtudel
vOib aga osutuda kasulikumaks kultiveerida mikroobid koosluses, kus toimub substraatide lagundamine
ja ainevahetus mitmete mikroobide kombineeritud metaboolse aktiivsuse tottu. (Bader et al., 2010)

Mikroobidevahelistel interaktsioonidel on tahtis roll, kuna Ghe koosluses oleva mikroobi kasv voi
metaboliitide teke vodivad olla vbimendatud voi parsitud mone teise koosluses oleva mikroobi
elutegevuse tottu. Mitmed mikroorganismid vditlevad substraatide parast ning on valja arendanud
mitmeid kaitsemehhanisme teiste organismide vastu. Nende kaitsemehhanismide hulka kuuluvad
naiteks hapete vdi muude lihendite tootmine teiste mikroobide kasvu inhibeerimiseks ning substraadi
sidumine raskesti lagundatavateks Gihenditeks. (Bader et al., 2010)

Koosluses olevad erinevad tiived voivad elada ka slimbioosis ning vGimendada (iksteise kasvu ja
tootlikkust. Kasvukiirus vdib suureneda vahelduvate kasvufaktorite t6ttu, naiteks piimhappebakteritel,
vOi tanu Uhe tive ensiimaatilisele aktiivsusele, mis annab nii teisele tivele substraadi. Lisaks voib
aeroobse mikroorganismi hapniku tarbimine aidata kaasa anaeroobsete bakterite kasvule, tekitades
neile sobivamad kasvutingimused (Bader et al., 2010). Téostuses vGimaldab koosluste kultiveerimine
toota unikaalseid keemilisi ithendeid (Marmann et al., 2014) ning kasutada odavamaid substraate kui
gliikoos, vahendades nii tootmiskulusid (Bader et al., 2010).

Mikroorganismide kooslustes tekkivat siinergiat kasutatakse aina rohkem t&dstusbiotehnoloogia
erinevates valdkondades: reovee puhastamises, biogaasi tootmises, mulla tervendamises ja
toiduainetdostuses. Viimases kasutatakse kooslusi peamiselt juustu, jogurti, hapukapsa, haputaigna ja
muude probiootiliste toodete valmistamisel. (Bader et al., 2010)

1.3. Isotermiline mikrokalorimeeter

Mikroobsete protsesside hindamiseks ning mikroorganismide tuvastamiseks ja eristamiseks on
mikrobioloogias voOimalik kasutada isotermilist mikrokalorimeetrit (IMC, ing. isothermal
microcalorimeter). IMC moddab bioloogilistel protsessidel tekkivat soojusvoogu, mis on
proportsionaalne protsessi toimumise kiirusega. (Braissant et al., 2010)

Enamike isotermiliste mikrokalorimeetrite t66pdhim&te pdhineb konduktsioonil (Wadso, 2002).
Reaktsioonianumas tekkinud soojus kandub soojusvotjasse (heat sink), mille temperatuur ei muutu
suure soojusmahtuvuse tottu. Soojusvahetus reaktsioonianuma ja soojusvotja vahel toimub termopildi
kaudu, mis m&ddab eralduvat voi neelduvat soojust. Kogu protsessi ajal on vdimalik jalgida reaalajas
S00jusvoo muutu ning seega ka mikroorganismi metaboolse aktiivsuse muutusi. (Braissant et al., 2010)
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Isotermilisel kalorimeetril on mitmeid eeliseid. Seade on vaga tundlik, tuvastades soojuse eraldumist
ka vdikese mikroorganismide kontsentratsiooni korral, vahemikus 25000...100000 bakterit/ml. Nii
madalat bakterikontsentratsiooni ei suuda laialdaselt kasutatav spektrofotomeeter mééta. (Braissant
et al., 2010)

Samuti on IMC vaga tdpne. Temperatuuri on vGimalik seada 0,02 °C tapsusega vahemikus 15-300 °C
ning reaktsiooni ajal kdigub see vaid 0,1 °C. Soojusvoo mootmise vahemik on suur ning kaldub tavaliselt
korvale vaid 0,2 W 66pdeva jooksul. See tagab bakterite arvu diinaamilise médtmise suure tapsuse,
mida ei ole véimalik saavutada muude bakterite arvu maaramiseks kasutatavate meetoditega, nende
hulgas plaatimine koos kolooniate loendamisega. (Braissant et al., 2010)

Lisaks on kalorimeetri kasutamine lihtne ja proove saab kasutada peale soojusvoo mddtmist ka teiste
analldside jaoks, kuna ampullide sisu jadb puutumatuks (Braissant et al., 2010).
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2. Too eesmargid

T66 eesmargid on jargmised:
e |eida viiele uue pdlvkonna probiootikumi kandidaadile unikaalne substraat, mis tagaks liikide

kasvu koosluses;
e kasvatada kandidaate kooslustena ning anallilisida kasvu stabiilsust.
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3. Materjalid ja meetodid

3.1. Kasutatud bakteritiived

TooOs kasutati jargmiseid bakteritlivesid: Anaerotruncus colihominis (DSM 17241), Bifidobacterium
adolescentis (DSM 20087), Bacteroides caccae (DSM 19024), Blautia faecis (DSM 27629),
Faecalibacterium prausnitzii (DSM 17677). Tuved on péarit DSMZ kogust (Saksa mikroorganismide ja
rakukultuuride kogu).

3.2. Bakteritiivede kasvu mootmine erinevate siisinikuallikate juuresolekul

3.1.1. So6tme valmistamine

S66tme komponendid (Tabel 1) kaaluti kolme erinevasse anumasse, et véltida sadestumist ja Maillard’i
reaktsiooni suhkrute ja aminohapete vahel, ning lahustati ultrapuhtas vees. Valmistati 20-kordsed
lahused jargnevatest sisinikuallikatest: D-gliikoos, D-mannoos, D-galakturonaat, D-mio-inositool,
laktoos, N-atsetill-D-gliikoosamiin, L-fukoos, D-sorbitool, L-arabinoos, D-ksliloos, ksiilitool, D-riboos,
D-mannitool ja D-liiksoos. Nende I&ppkontsentratsioon s66tmes oli 27,75 mM. Sisinikuallikate hulka
kuulusid monosahhariidid, suhkuralkoholid ja suhkurhapped, kuna analiiitilised meetodid nende
kvantifitseerimiseks on tapsemad kui polimeeride jaoks.

Peale 15 minutit autoklaavimist 121 °C juures ja jahutamist segati so6tmelahused laminaari all kokku,
lisati vitamiinid, hemiin ja ultrapuhas vesi. 16 tuubi pipeteeriti s66det ning 14 neist lisati
substraadilahust nii, et nende kontsentratsioon oleks s66tmetes vordne (27,75 mM). S66tmeid hoiti
iled6 anaeroobses kambris (COY box, Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake, MI, USA), mis sisaldab
ligikaudu 88% N>, 10% CO,, 2% H,. Enne eksperimenti moddeti s66tmete pH ning lisati vajadusel 3 M
NaOH lahust, kuni iga s66tme pH oli vahemikus 7,0 £ 0,1.

Tabel 1. S66tme komponendid 1 L kohta.

Komponent 1L kohta
Kasitoon (Tryptone plus), g 2,5
Parmiekstrakt (BioSpringer), g 2,5
L-tsiisteiin, g 1
KoHPO4, g 2,93
KH2PO,, g 4,65
(NHa)2S0s, g 0,9
NaCl, g 0,9
KOH, g 0,28
NaHCOs, g 1
MgSO4x 7H,0, g 0,09
CaCl x 2H,0, g 0,09
Hemiin, mg 10
Biotiin, g 10
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Kobalamiin, pug 10

4-aminobensoehape, ug 30
Plridoksamiin, ug 150
Foolhape, pg 50

3.1.2. Toodetud soojushulga mootmine isotermilise mikrokalorimeetriga

Eksperimendi jaoks vajalikud bakteritlived tsentrifuugiti 14 000 g juures 2 minutit ning suspendeeriti
fosfaatpuhverlahuse (PBS, ing. phosphate-buffered saline) ja 1% L-tsUsteiini hiidrokloriidi lahuses nii, et
iga bakteri optiline tihedus 600 nm juures oleks vaartusega 1 (Ultrospec 10, Biochrom, Cambridge, UK).
Seejarel pipeteeriti mikrokalorimeetri viaalidesse 1,98 ml vastavat sd6det ning 20 ul inokulaati. Viaalid
suleti hermeetiliselt ja paigutati isotermilisse mikrokalorimeetrisse (TAM IV-48, TA Instruments, New
Castle, DE, USA) 37 °C juurde 72 tunniks. Katse I6ppedes kanti proovid tle 1,5 ml tuubidesse ning
moddeti nende optiline tihedus 600 nm juures. Proovid tsentrifuugiti 14 000 g ja 4 °C juures 5 minutit
ning supernatandid sailitati -20 °C juures.

3.2. Koosluste kasvu uurimine

3.2.1. So6tme valmistamine

S66tme komponendid (Tabel 1) kaaluti kolme erinevasse anumasse ning lahustati ultrapuhtas vees.
Lisaks valmistati 20-kordsed substraadilahused D-arabinoosist, D-mannitoolist, D-galakturonaadist ja L-
fukoosist, mida lahjendati Idppkontsentratsioonini 5,55 mM. Peale 15 minutit autoklaavimist 121 °C
juures ja jahutamist segati so6tmelahused laminaari all kokku, lisati vitamiinid, hemiin ning ultrapuhas
vesi. So6ode jagati kahe pudeli vahel ning pipeteeriti molemasse igat vajalikku substraadilahust.
S66tmeid hoiti (ile66 anaeroobses kambris (COY box, Coy Laboratory Products Inc., Grass Lake, M,
USA). Enne eksperimenti mdddeti s66tmete pH ning lisati vajadusel 3 M NaOH lahust, kuni s66tmete
pH oli vahemikus 7,0 £ 0,1.

3.2.2. Toodetud soojushulga mo6tmine isotermilise mikrokalorimeetriga

Eksperimendi jaoks vajalikud bakteritiived tsentrifuugiti 14 000 g juures 2 minutit ning suspendeeriti
vastavas sootmes, viies optilise tiheduse vaartuseni 1 (600 nm juures). Bakterikultuuri inokulaadi
kontsentratsiooniks valiti 5% ning iga viaali I6ppmaht oli 2 ml. Seega pipeteeriti monokultuuride
proovidesse 1,9 ml sdddet ja 100 pl inokulaati, kahe tlivega koosluse proovidesse 1,8 ml séédet, 100 pl
Anaerotruncus colihominis’'t (A. colihominis) ja 100 ul Bacteroides caccae’d (B. caccae) ning kolme
tlivega koosluse proovidesse 1,7 ml s66det, 100 pl Bifidobacterium adolescentis’t (B. adolescentis), 100
ul Blautia faecis't (B. faecis) ja 100 ul Faecalibacterium prausnitzii’t (F. prausnitzii).

Viaalid suleti hermeetiliselt ja paigutati isotermilisse mikrokalorimeetrisse (TAM IV-48, TA Instruments,
New Castle, DE, USA) 37 °C juurde 24 tunniks. Iga annuskultuuri I6ppedes viidi uude viaali 100 pl
kasvanud kultuuri ja 1,9 ml varsket soodet. Kokku tehti kolm annuskultuuri ning moddeti iga
annuskultuuri proovide optiline tihedus 600 nm juures (Ultrospec 10, Biochrom, Cambridge, UK).
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Proovid tsentrifuugiti 14 000 g ja 4 °C juures 5 minutit ning supernatandid ja pelletid sailitati -20 °C
juures.

3.2.3. HPLC

Proovide supernatandid filtreeriti (0,2 um) ning korgsurvevedelikkromatograafia (Waters 2695 HPLC
system; Waters Corporation, Milford, MA, USA) abil maéarati atsetaadi, butlraadi, etanooli,
metaanhappe, isobutaanhappe, isovaleriinhappe, laktaadi, propionaadi, suktsinaadi ja pentaanhappe
kontsentratsioonid. Lisaks madrati kooslustesse lisatud substraatide kontsentratsioonid — kahe
bakteritlivega koosluses D-mannitool ja L-arabinoos ning kolme bakteritiivega koosluses D-mannitool,
D-galakturonaat ja L-fukoos.

HPLC jaoks kasutati HPX-87H kolonni (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA) ja isokraatilist
elueerimisreziimi 0,005 M H,SO4 lahusega kiirusel 0,6 ml/min, kolonni temperatuur oli 35 °C. Stisteem
oli varustatud Rl ja UV detektoritega (Waters Corporation), kvantifitseerimiseks vorreldi andmeid
standardkdveratega (Tabel 2).

Tabel 2. Kvantifitseerimiseks kasutatud HPLC standardid koos kontsentratsiooniga.

Standardaine mmol/L
Atsetaat 24,41
Butlraat 11,24
Etanool 125,55
Isobutaanhape 11,24
Isovaleriinhape 9,69

Laktaat 17,54
Metaanhape 29,04
Pentaanhape 9,69

Propionaat 20,56
Suktsinaat 12,18
D-galakturonaat 22,74
D-mannitool 26,95

L-arabinoos 33,02

L-fukoos 30,48
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4. Tulemused

4.1. Erinevate siisinikuallikate moju bakteritiivede kasvule

Valitud bakteritiivede toodetud soojust moddeti isotermilises mikrokalorimeetris, et teada saada,
kuidas soodustavad erinevad siisinikuallikad iga tlve kasvu eelnevalt kirjeldatud s66tmes. Tulemused
on toodud Tabelis 3. Nendele lisaks oli igas katses baass66tmega negatiivne kontroll, mis ei sisaldanud
lisatud substraati ega inokulaati, ning teine ainult baasséoddet sisaldav proov (ilma lisasusinikuallikata),
mis oli inokuleeritud. Bakteritlive sisaldav proov, millesse ei olnud lisatud unikaalse substraadi
kandidaati, vdimaldas naha, kas ja kuidas erineb bakteritiive kasv baassootmes ja lisatud substraadiga
s6dtmes.

Tabel 3. Bakteritlivede keskmised kasvukiirused (u, h'1) erinevatel susinikuallikatel. Kasvukiirused on arvutatud toodetud
soojushulga p&hjal ning seejarel on arvutatud kolme bioloogilise paralleeli aritmeetiline keskmine ja standardhalve. ND — ei
tuvastatud lisastsinikuallika m&ju kasvule.

A. colihominis B. adolescentis  B. caccae B. faecis F. prausnitzii
D-gliilkoos 0,49 £ 0,06 0,34+0,12 0,99+0 0,21+0,12 0,66 £ 0,03
D-mannoos 0,52 +£0,03 ND 0,91+0,02 ND ND
D-galakturonaat ND ND 0,710 0,03+0,01 0,70 + 0,05
D-mio-inositool ND ND ND 0,07 £ 0,01 ND
Laktoos ND 0,51+0,02 0,80+ 0,01 0,24 £ 0,09 0,41 +£0,04
N-Ac-D-glilkoosamiin  0,50+0,11 ND 0,79+0 0,05+0,01 0,25 10,02
L-fukoos ND ND 0,65 +0,01 0,52+0,16 ND
D-sorbitool ND ND ND 0,06 £0 ND
L-arabinoos ND 0,37+0,12 0,88 £ 0,02 0,18 £ 0,03 ND
D-kstiloos 0,20+0,01 0,19+0,10 0,80 £ 0,04 0,23 £ 0,07 ND
Ksilitool ND ND ND ND ND
D-riboos 0,30+0,01 0,22 +£0,03 0,58 £ 0,02 0,16+ 0 ND
D-mannitool 0,60+0,10 0,53+0,01 ND 0,09 £ 0,07 ND
D-liiksoos ND ND 0,26 £ 0,09 0,03+0 ND

Saadud andmete jargi moodustati kaks teoreetiliselt sobivat kooslust: A. colihominis (D-mannitool) ja
B. caccae (L-arabinoos) ning B. adolescentis (D-mannitool), B. faecis (L-fukoos) ja F. prausnitzii (D-
galakturonaat).

Sobivuse hindamisel voeti arvesse slisinikuallikate mdju bakterite kasvule ja tiivede metabolismittitbid
(Tabel 4). Igal koosluses oleval tiivel pidi olema substraat, millega oli kasvukiirus piisavalt suur ning mida
teised tarbida ei suutnud. See vahendas vGimalust, et moni kiirem tivi tarbib lisaks enda substraadile
mone teise tlive oma ning parsib seega viimase kasvu. Koosluse teiseks tingimuseks olid tlivede
erinevad metabolismitlitibid, et toodetud orgaanilised happed oleksid erinevad ning soodustaksid
teiste tlivede kasvu risttoitumise naol.
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Tabel 4.

Valitud bakteritiivedest moodustati kaks teoreetiliselt sobivat kooslust, kus igal tiivel oli unikaalne substraat ning

erinev metabolismitldp.

Bakteritivi Substraat Peamised metabolismiproduktid
A. colihominis D-mannitool butiiraat
B. caccae L-arabinoos suktsinaat / propionaat
F. prausnitzii D-galakturonaat butiraat
B. faecis L-fukoos atsetaat / laktaat / etanool
B. adolescentis D-mannitool atsetaat / etanool / laktaat

4.2. A. colihominis’e ja B. caccae’ kooslus

A. colihominis ja B. caccae kasvasid soo6tmes, mille substraatideks olid D-mannitool ja L-arabinoos. A.
colihominis’e kolme annuskultuuri keskmine toodetud soojus oli 0,12 + 0,08 J/ml ning B. caccae’ oma
1,31+0,14 J/ml (Tabel 5). Toodetud soojushulk kasvas mdlemal tlvel iga paevaga, kuid A. colihominis’e
oma jai vorreldes B. caccae-ga kogu katse kdigus madalaks (Joonis 1). Teisel pdeval on ndha, et B.

caccae’ kolmanda paralleeli soojushulk suureneb mitmejarguliselt, mis v&ib viidata mitmele

kasvufaasile. See tdhendab omakorda, et B. caccae vdis kasutada slisinikuallikaks mdlemat s66tmes

olevat substraati.

A

Toodetud soojus, J/ml

1,8
1,6
1,4
1,2

[

0,8
0,6
0,4
0,2

0 - / [
02 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Aeg, h

A. colihominis

B. caccae 3. paralleel

B. caccae 1. paralleel B. caccae 2. paralleel
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1,8
1,6
1,4
1,2

=

0,8
0,6

Toodetud soojus, J/ml

0,4
0,2

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Aeg, h
A. colihominis'e + B. caccae' koosluse 2. paralleel

-0,2

A. colihominis'e + B. caccae' koosluse 1. paralleel

——A. colihominis'e + B. caccae' koosluse 3. paralleel

Joonis 1. Isotermilise mikrokalorimeetriga mdddetud monokultuuride ja koosluse toodetud soojused. (A) A. colihominis’e ja
B. caccae’ monokultuuride kasvud. A. colihominis’e jaoks on arvutatud aritmeetiline keskmine ja standardhalve (n=3). (B) A.
colihominis’e ja B. caccae’ koosluse kasv iga annuskultuuriga.

Kuna esimesel paeval pidid bakterid harjuma uue keskkonna ja temperatuurimuutusega, olid mdlema
tive lag-faasid pikemad esimesel pdeval ning lUhenesid iga annuskultuuriga. A. colihominis’e
kasvukiirus jai kolme paeva jooksul madalaks, keskmiselt 0,18 + 0,15 h, kolmanda p&eva 18puks
saavutati stabiilsus. B. caccae’i kasvukiirus oli keskmiselt 0,91 + 0,18 h?, kuid teisel ja kolmandal paeval
erinesid paralleelid Uksteisest.

A. colihominis’e ja B. caccae’ koosluses oli kolme annuskultuuri keskmine toodetud soojus 1,31 + 0,09
J/ml. Soojushulk kasvas iga paevaga ja oli tldiselt stabiilne, vélja arvatud kolmas paralleel kolmandal
paeval. Lag-faas oli esimesel paeval pikem (9,22 h), jargmistel pdevadel aga margatavalt lihem: teise ja
kolmanda annuskultuuri keskmine lag-faas kestis 1,61 + 0,04 h. Koosluse kasvukiirus oli keskmiselt 0,86
+0,10 h', mis oli madalam kui B. caccae monokultuuri oma.

Lisaks vorreldi koosluste maksimaalset toodetud soojust monokultuuride toodetud soojuste summaga.
Kui koosluse toodetud soojushulk on suurem kui monokultuuride summa oma, vdib jareldada, et
koosluses kultiveerimine véimendas (ihe v6i mitme bakteritlive kasvu. A. colihominis’e ja B. caccae’
koosluse maksimaalne toodetud soojus iletas esimesel pdeval monokultuuride summeeritud
soojushulka, kuid kolme annuskultuuri keskmine vaartus oli monokultuuride summast madalam (Tabel
5).
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Tabel 5. A. colihominis’e ja B. caccae’ monokultuuride ja koosluse keskmised kasvuparameetrid. Lisatud on standardhalve (n
= 3). Monokultuuride summa jaoks lag-faasi ja kasvukiirust ei arvutatud.

Maksimaalne toodetud soojus,

)/ml Lag-faas, h Kasvukiirus, h*
A. colihominis 0,12+ 0,08 15,02 + 8,15 0,18 +0,15
B. caccae 1,31+0,14 4,14 + 4,45 0,91+0,18
A. colihominis’e ja B. caccae’ 1,31+0,10 4,15+ 4,39 0,86 +0,10
kooslus
Monokultuuride summa 1,43 +£0,22 - -

HPLC andmed nditasid, et A. colihominis tarbis igas annuskultuuris substraati mannitooli, kuigi suur osa
sellest jai tarbimata, ning tootis oma metabolismitlitibile vastavalt butilraati (Tabel 6). Samuti tarbis B.
caccae arabinoosi ning tootis propionaati ja suktsinaati. Huvitaval kombel on tiks B. caccae paralleel
teisest annuskultuurist ja kaks paralleeli kolmandast annuskultuurist tarbinud samuti mannitooli, mida
stsinikuallikate moju uurimisel ei toimunud. See viitab vGimalikule evolutsioonile annuskultuuride ajal;
B. caccae tarbis dra enda substraadi arabinoosi ning seejarel mannitooli (A. colihominis’e substraat).
Koosluses tarbitud ja toodetud ainete kogus oli ldhedane B. caccae’ tulemustega, slimbioosi ei
toimunud.

Tabel 6. A. colihominis’e ja B. caccae’ monokultuuride ja koosluse tarbitud substraatide ja toodetud metabolismiproduktide
vaartused (mM). Sarnaste bioloogiliste paralleelide korral on vGetud nende aritmeetiline keskmine ja standardhélve (n=3),
kaalukamate erinevuste esinemisel on vilja toodud kdik paralleelid.

Mannitool Arabinoos Atsetaat Butlraat Etanool Metanaat Propionaat Suktsinaat
A. colihominis | -0,64+ 0,04 | -0,64+0,02 | 0,49+0,03 | 0,33 0,02 040 0,01£0,02 | 02740 0,110
1kj|rt'33f B. caccae 0,9+0,38 | -472+0,29 | 3,18+0,29 0+0 0+0 0,43+0,06 | 3414026 | 3,4+0,26
Kooslus -0,8+0,06 47+0 | 3,85+0,04 | 0,28+0,01 | 029+0,01 | 04240 | 3,45+0,02 | 3,39+0,04
A. colihominis | -0,79+0,03 | -1,04+0,01 | 1,49+0,03 | 0,830,02 | 0,3+0,10 | 0,14+0,06 | -0,27+0 | -0,11+0,01
B. caccae 1 1,33 4,74 3,28 0 0 0,33 3,80 3,18
B. caccae 2 1,43 4,72 3,91 0 0,92 1,37 4,02 3,39
Zkl?l:lr:lljf B. caccae 3 6,39 4,77 6,11 0 7,52 10,57 3,75 3,31
Kooslus 1 1,07 4,73 4,06 0,39 0,42 0,38 3,84 3,42
Kooslus 2 0,93 4,73 4,18 0,36 0,33 0,38 3,96 3,50
Kooslus 3 1,87 -4,75 4,60 0,37 1,78 2,15 3,89 3,43
A. colihominis | -0,74+0,01 | -1+0,06 | 1,43+0,09 | 0,91£0,08 | 0,3+0,15 | 0,03+0,15 | -0,18+0,16 | -0,13 + 0,30
B. caccae 1 -0,85 -4,70 3,53 0 0 0,34 4,20 3,51
B. caccae 2 -6,39 -4,85 5,80 0 5,46 10,05 3,35 2,66
3&;33: B. caccae 3 6,39 -4,85 6,11 0 5,72 10,62 3,27 3,05
Kooslus 1 1,02 -4,70 4,04 0 0,34 0,41 3,85 3,48
Kooslus 2 0,92 -4,70 4,42 0,38 0,07 0,39 4,25 3,54
Kooslus 3 -6,39 -4,85 6,97 0,28 5,06 11,38 4,00 3,14

4.3. F. prausnitzii’, B. adolescentis’e ja B. faecis'e kooslus

F. prausnitzii’, B. adolescentis’e ja B. faecis’e s66tmes olid susinikuallikateks D-galakturonaat, D-
mannitool ja L-fukoos. F. prausnitzi’ toodetud soojushulk oli keskmiselt 0,52 * 0,45 J/ml, B.
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adolescentis’e soojushulga vadartus 0,70 + 0,01 J/ml ja B. faecis’e oma 0,04 + 0,03 J/ml (Tabel 7). B.
adolescentis’e ja B. faecis’e toodetud soojuse graafikud olid kolme paeva jooksul sarnased (Joonis 2),
kuid F. prausnitzii’ kasv erines annuskultuuride vahel margatavalt. Teise paralleeli puhul on teisel paeval
ndaha mitut kasvufaasi ning kolmandal pdeval teistest paralleelidest suuremat toodetud soojushulka,
seega F. prausnitzii v3is kasutada susinikuallikaks mitut lisatud substraati.

A 1,8
1,6
1,4
g 1,2
g 1
)
2 08
E
T 0,6
3
o 0,4
0,2
0
0.2 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Aeg, h
— B, faecis B. adolescentis == F. prausnitzii’ + B. faecis'e + B. adolescentis'e kooslus
1,8
B
1,6
1,4
§ 1,2
g 1
g
a 0,8
: /
< 0,6
©
8 04
|_
0,2
0 —
02 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Aeg, h
F. prausnitzii’ 1. paralleel —— F. prausnitzii’ 2. paralleel F. prausnitzii’ 3. paralleel

Joonis 2. Isotermilise mikrokalorimeetriga moddetud monokultuuride ja koosluse toodetud soojused. (A) B. faecis’e ja B.
adolescentis’e monokultuuride, F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e koosluse kasvud. Iga annuskultuuri jaoks on
arvutatud aritmeetiline keskmine ja standardhélve (n=3). (B) F. prausnitzii’ monokultuuri kasv.
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Tivede lag-faasid olid esimesel pdeval vdga pikad, teisel ja kolmandal pdeval F. prausnitzii’ ja B.
adolescentis’e lag-faasid lihenesid ning saavutasid l|ahedase vaartuse. B. faecis alustas
eksponentsiaalset kasvu alles kolmanda paeva viimastel tundidel, mistottu kestis lag-faas keskmiselt
23,79 = 0,62 h ning kasvukiirust polnud vdimalik arvutada. F. prausnitzii’ kasvukiirus oli kolme pdeva
kohta keskmiselt 0,47 + 0,47 h?' ja B. adolescentis’e oma 0,68 + 0,11 h, suurenedes iga
annuskultuuriga.

F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e koosluse toodetud soojushulk oli annuskultuure vorreldes
Uhtlase vaartusega, keskmiselt 1,38 + 0,08 J/ml. Ka koosluse kasvugraafikul on ndha mitmefaasilist
kasvu, mille tekitas ilmselt F. prausnitzii’ mitme substraadi tarbimine. Lag-faas liihenes katse jooksul
kolm korda ning I8ppes varem kui monokultuuride omad. Kasvukiiruse vaartus suurenes iga
annuskultuuri korral ning oli keskmiselt 0,70 + 0,26 h™.

Esimesel padeval soodustas koosluses kultiveerimine bakterite kasvu, Jooniselt 2 on naha, et koosluse
maksimaalne toodetud soojus on peaaegu kaks korda suurem kui monokultuuride summa.
Monokultuuride summeeritud soojushulk suurenes teise ja kolmanda annuskultuuriga, kuna F.
prausnitzii alustas kasvu, kuid koosluse oma margatavalt ei muutunud. Seetdttu vGib Gelda, et F.
prausnitzii kasvas koosluses juba esimese annuskultuuriga ning selle moju teiste koosluses olevate
tivede kasvule voOi tootlikkusele jai samaks. Kolmandal paeval lletas monokultuuride summa
maksimaalne toodetud soojus koosluse oma, kuid koosluse keskmine vaartus oli suurem kui
monokultuuride summa oma.

Tabel 7. F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e monokultuuride ja koosluse keskmised kasvuparameetrid. Lisatud on
standardhalve (n = 3). Monokultuuride summa jaoks lag-faasi ja kasvukiirust ei arvutatud.

Maksimaalne toodetud soojus,

_ .e -1
3/ml Lag-faas, h Kasvukiirus, h

F. prausnitzii 0,52 +0,45 11,52 +11,41 0,47 £0,47

B. faecis 0,04 + 0,03 23,79+0,62 -

B. adolescentis 0,70+ 0,01 4,90+ 4,83 0,68+0,11

F. prausnitzir B. faecis 1,38 +0,08 3,25 +2,14 0,70 + 0,26

ja B. adolescentis’i

kooslus 1,26 + 0,47 . -

Monokultuuride summa

HPLC andmete pd&hjal (Tabel 8) kaitusid B. faecis ja B. adolescentis ootuspéraselt. B. faecis alustas kasvu
kolmanda paeva IGpus, seega ei olnud markimisvadrset muutust tema substraadi fukoosi tarbimisel;
atsetaadi, laktaadi ja etanooli tootmine suurenes veidi. B. adolescentis tarbis oma substraati mannitooli
ning tootis atsetaati, etanooli ja laktaati kogu katse valtel sarnastes kogustes.
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Tabel 8. F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e monokultuuride ja koosluse tarbitud substraatide ja toodetud metabolismiproduktide vaartused (mM). Sarnaste bioloogiliste

paralleelide korral on voetud nende aritmeetiline keskmine ja standardhéalve (n=3), kaalukamate erinevuste esinemisel on vélja toodud kdik paralleelid.

Fukoos Galakturonaat | Mannitool Atsetaat Butliraat Etanool Metanaat Laktaat
F. prausnitzii | -0,37+£0,03 | -0,59+0,05 |-0,32+0,03 | 0,06+0,06 00 00 -0,01£0,06 | 0,01+0,03
ani.us- B. faecis -0,43+0,09| -0,47+0,07 |-0,40+0,09| 0,31+0,04 00 00 -0,43+0 0,04 £0,01
kultuur B. adolescentis | -0,30+0,05 | -0,10 £ 0,04 -5,81+0 6,91 + 0,07 00 461+0,38 | 3,8+0,03 | 1,02+0,01
Kooslus -0,28 £ 0,01 -438+0 -5,82+0,01 | 11,73+0,04 | 0,97+0,84 | 496+0,32 | 560,05 | 1,60%0,02
F. prausnitzii 1 -0,48 -4,38 -0,46 5,04 1,23 0,27 2,58 0,23
F. prausnitzii 2 -0,47 -4,38 -3,37 6,40 1,16 4,30 8,29 0,74
ani.us- F. prausnitzii 3 -0,48 -4,38 -0,48 5,02 1,12 0,31 2,43 0,20
kultuur B. faecis -0,36+0,03 | -0,34+0,15 |-0,35+0,02 | 0,01+0,01 00 00 -0,13+0 -0,01+0
B. adolescentis | -0,41 £ 0,07 -0,12 £ 0,06 -6x0 6,92 +0,12 00 4,72+0,40 | 3,74+0,06 | 1,11+0,01
Kooslus -0,50 £ 0,25 -4,38+0 -6+0 11,98+0,91 | 1,35+0,04 | 509+0,42 | 558+0,70 | 1,62+0,21
F. prausnitzii 1 -0,22 -4,38 -0,22 5,58 1,32 0,20 2,54 0,39
F. prausnitzii 2 -0,11 -4,38 -6 7,83 1,24 8,37 13,14 1,64
3 F. prausnitzii 3 -0,18 -4,38 -0,18 5,57 1,44 0,42 2,51 0,31
ann;Js- B. faecis -0,24 £ 0,02 -0,22 £ 0,04 -0,88+0,77 | 0,48+0,40 00 1,16 +1,19 | 1,22+1,65 | 0,15+0,21
kultuur B. adolescentis | -0,17 + 0,06 0,14 £ 0,05 -6+0 7,20+0,13 00 4,54+0,47 | 3,84+0,07 | 1,19+0,02
Kooslus 1 -0,48 -4,14 -6 9,36 0,98 6,83 9,71 1,94
Kooslus 2 -0,30 -4,38 -5,92 11,93 1,41 5,02 5,29 1,56
Kooslus 3 -0,20 -4,17 -6 10,08 1,33 7,60 7,60 1,97
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F. prausnitzii’ tarbis galakturonaati esimesel paeval vahe, kuid jargmistel annuskultuuridel tdusis
tarbimine margatavalt. Tema peamine metabolismiprodukt oli butlraat, mida toodeti teisel ja
kolmandal pdeval keskmiselt 1,25 + 0,12 mM. Teise ja kolmanda annuskultuuri teised paralleelid, mille
graafikud erinesid muudest paralleelidest, on tarbinud lisaks enda substraadile ka mannitooli ning
tootnud rohkem atsetaati ja etanooli, mis kinnitab varasemat oletust paralleelide
evolutsioneerumisest.

Koosluses tarbiti fukoosi ja mannitooli ldahedaselt monokultuuride summeeritud tarbimisele, kuid F.
prausnitzii’ substraati galakturonaati on tarbitud esimesel paeval rohkem kui monokultuuriga. See voib
tdhendada, et koosluses tekitas moni tegur F. prausnitzii'le sobivama keskkonna, kui tal
monokultuurina oli, ning ta kasvas koosluses juba esimese annuskultuuriga. Toodetud orgaaniliste
hapete kogused on samuti sarnased monokultuuride summeeritud vaartustega.

4.4. Peamised jareldused

Bakteritivede kasvu md6tmisel erinevate sisinikuallikatega leiti hdid unikaalse substraadi kandidaate
igale tiivele, mis vdimaldab moodustada erinevaid kooslusi jargnevateks katseteks.

Kuigi valitud bakteritlived sobisid teoreetiliselt koosluses kasvama, ei andnud katse kummagi koosluse
puhul oodatud tulemust. Stabiilset kasvu ei saavutatud, kasvuparameetrid ning tarbitud ja toodetud
Uhendid erinesid nii annuskultuuride kui ka paralleelide vahel. Evolutsiooni valtimiseks tuleb votta
arvesse substraatide tarbimise kiirust, et Uhelgi bakteritlivel ei tekiks voimalust kasutada
stsinikuallikana mdne muu koosluses oleva tlive substraati. Lisaks on oluline arvestada koosluste
koostamisel biomassi hulka, mis tekkis iga unikaalse substraadiga kasvamisel, et Uhtlustada bakterite
kasvu koosluses.
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Kokkuvote

Uue polvkonna probiootikume peetakse traditsioonilistest probiootikumidest kliiniliselt
efektiivsemateks ja spetsiifilisemateks. Nende tootmine kooslustes voib olla té6stuslikult tdhusam ning
voimendada bakteritiivede kasvu ja moju. Tehnoloogia stabiilsete koosluste toostuslikul tasemel
tootmiseks on vajalik erinevatele mikroorganisme sisaldavaid v6i mikroobseid terapeutilisi tooteid
valmistavatele ettevotetele.

Antud t66 eesmargiks oli leida viiele uue pdélvkonna probiootikumi kandidaadile sobiv unikaalne
stsinikuallikas ning kasvatada neid kooslustena, kasutades selleks isotermilist mikrokalorimeetrit.

T6os vorreldi 14 erineva susinikuallika moju kandidaatideks olevate bakteritiivede kasvule. Saadud
kasvukiiruste péhjal moodustati kaks kooslust: A. colihominis ja B. caccae; B. adolescentis, B. faecis ja
F. prausnitzii. Kooslusesse kuuluvate tiivede sisinikuallikad ning metabolismitidbid olid erinevad, et
véltida Uksteise substraatide tarbimist ja viimaldada teis(t)e tlive(de) toodetud orgaanilistest hapetest
risttoitumist.

A. colihominis’e ja B. caccae’ koosluse maksimaalne toodetud soojus ja kasvukiirus olid kolme paeva
jooksul Ghtlased, kuid koosluses kasvamine ei soodustanud bakteritlivede kasvu ega tootmisvdimet. A.
colihominis’e monokultuuri kasvuparameetrid jaid madalaks. Kasvugraafik ning HPLC andmed néitasid,
et B. caccae’ kolm paralleeli kahe annuskultuuri peale kasutasid oma unikaalsele substraadile lisaks ka
A. colihominis’e substraati, oletatavasti toimus nende paralleelidega evolutsioon.

F. prausnitzii’, B. faecis’e ja B. adolescentis’e puhul soodustas koosluses kasvamine esimesel paeval F.
prausnitzii’ kasvu, jargmistel pdevadel ei olnud erinevust koosluse ning monokultuuride summeeritud
toodetud soojuste vahel. F. prausnitzii’ Uiks paralleel arenes samuti tarbima teise koosluses oleva
bakteritlive substraati mannitooli, pohjustades mitu kasvufaasi.

Edaspidiste koosluste moodustamisel tuleb arvestada lisaks kasvukiirusele substraatide tarbimise
kiirust ning unikaalsete substraatide mdju uurimisel saadud teadmisi tekkinud biomassi kogustest. Nii
on suurem voimalus saavutada stabiilne kooslus ja véltida evolutsiooni.
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