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1 Úvod 

1.1 Probiotické mikroorganismy 

Organizace pro výživu a zemědělství(„Food and Agriculture Organization of the 

United Nations”, FAO) a Světová zdravotnická organizace („World Health Organization“, 

WHO) (2001) charakterizuje probiotika jako „živé mikroorganismy, které pokud jsou 

přijímané v adekvátním množství, mají pozitivní vliv na hostitele.“ 

Jako probiotika jsou používány kmeny různých rodů (viz. Tab. I). Nejběžněji 

používané mikroorganismy patří do heterogenní skupiny bakterií mléčného kvašení; jsou to 

hlavně laktobacily, enterokoky a bifidobakterie. Zejména laktobacily jsou obecně používány 

jako probiotika, což může mít historické důvody –Mečnikov totiž navrhl, že laktobacily v 

jogurtu by mohly zlepšovat zdraví. Zřejmě proto je dodnes nejobvyklejším způsobem 

podávání probiotik ve formě fermentovaných mléčných výrobků. Nicméně i jiné 

mikroorganismy, dokonce i kvasinky, byly v průběhu posledních dvacetilet použityjako 

potenciální probiotika (viz. Tab. I). Přípravky obsahující tyto kmeny jsou dostupné 

v lékárnách, např. Swiss LAKTOBACILY 5 cps. 60 enterický povlak (Swiss Herbal 

Remedies Ltd., Kanada) obsahuje laktobacily a bifidobakterie, GS Laktobacily Forte s 

prebiotiky cps. 60 (Green-Swan Pharmaceuticals ČR, a.s, Praha) obsahuje laktobacily, 

bifidobakterie a streptokoky, ActiLac Tob. 30 (SVUS Pharma a.s., Hradec Králové), Akut 

Biotic tob. 30 (Valosun a.s., Brno) obsahuje kromě laktobacilů probiotické kvasinky 

Saccharomyces boulardii a prebiotickévlákniny (fruktooligosacharidy, inulin). 

 

Tab. I: Mikroorganismy využívané jako probiotika a jejich pozitivní účinky na lidské zdraví 

prokázané během klinického výzkumu. 

ROD DRUH KMEN POZITIVNÍ 

ÚČINKY NA 

ZDRAVÍ 

LITERATURA 

Lactobacillus acidophilus La5 Snižuje riziko 

vzniku 

postantibiotických 

průjmů. 

Black a kol., 

1991 

 casei Shirota Snižuje riziko 

recidivy 

Aso a kol., 1995 
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karcinomu 

močového 

měchýře. 

 

Modulace 

imunitního 

systému. 

 

Zkracuje trvání 

průjmů 

způsobených 

rotaviry. 

 

 

 

 

Nagao a kol., 

2000 

 

 

Sugita  

Togawa, 1994 

 

 johnsonii La1 Snižuje riziko 

kolonizace 

Helicobacter 

pylori. 

 

Zlepšuje účinek 

orální vakcinace. 

Felley a kol., 

2001 

 

 

 

Link–Amster a 

kol., 1994 

 plantarum 299v Snižuje hladinu 

LDL–cholesterol v 

krvi. 

 

Zmírnění projevů 

syndromu 

dráždivého střeva. 

Bukowska a kol., 

1998 

 

 

Niedzielin a kol., 

2001 

 

 reuteri SD2112 Zkracuje trvání 

průjmůzpůsobenýc

h rotaviry 

Shornikova a 

kol., 1997 

 rhamnosus GG Zkracuje trvání 

průjmů 

způsobených 

rotaviry. 

Guandalini a 

kol., 2000 
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Zmírnění střevního 

zánětu. 

 

Modulace 

imunitního 

systému. 

 

Léčba a prevence 

alergie. 

 

Gupta a kol., 

2000 

 

Kaila a kol., 

1992 

 

 

Kalliomäki a 

kol., 2001b; 

Majamaa  

Isolauri, 1997 

 salivarius UCC118 Zmírňuje 

symptomy 

střevního zánětu. 

Mattila–

Sandholm a kol., 

1999 

Bifidobacterium breve  Zmírnění projevů 

syndromu 

dráždivého střeva. 

Brigidi a kol., 

2001 

 lactis Bb12 Snižuje riziko 

výskytu 

cestovatelského 

průjmu. 

 

Léčba alergie. 

 

 

Zlepšuje účinky 

orální vakcinace. 

 

Zkrácení trvání 

průjmů 

způsobených 

rotaviry. 

Black a kol., 

1989 

 

 

 

Isolauri a kol., 

2001 

 

Link–Amster a 

kol., 1994 

 

Saavedra a kol., 

1994 
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Escherichia coli Nissle 1917 Méně recidiv 

střevního zánětu. 

Malchow 1997 

Saccharomyces boulardii  Méně recidiv 

střevního zánětu. 

Guslandi a kol., 

2000 

 

Účinky a jejich mechanismus působení se mohou lišit. Mezi nejzřetelnější účinky 

patří změny střevní mikroflóry po požití probiotik. Tento jev může být, podle Fullera (1991), 

způsoben soupeřením o místo pro adhezi mezi přijatými mikroorganismy a potenciálními 

patogeny, nebo také soupeřením o živiny. Dalším, odlišným způsobem účinku je produkce 

antimikrobiálních látek. Mikroorganismy se také mohou přizpůsobit mikrobiálnímu 

metabolismu ve střevech, což lze zjistit např. změnou enzymatické aktivity, změnou pH 

nebo změnou hladiny cholesterolu (Orrhage a kol., 2005). 

Výběr mikroorganismů použitých jako probiotika je určen několika faktory 

(viz. Tab. II). Například musí být schopné přežít průchod gastrointestinálním traktem (GIT), 

rezistentní k nízkému pH, žluči a pankreatickým enzymům. 

 

Tab. II: Hlavní vlastnosti probiotických bakterií (podle Ouwehanda a kol., 2002). 

VLASTNOSTI PROSPĚCH 

Rezistence k žaludeční kyselině, 

pankreatickým enzymům a žluči. 

Přežít průchod GIT. 

Adhezivita ke střevní sliznici. Imunitní modulace. 

Vytěsnění patogenů. 

Urychlení hojení poškozené sliznice. 

Lidský původ. Kmeny se specifickou interakcí s hostitelem. 

Prokázané pozitivní účinky na zdraví. Navrhované pozitivní účinky na zdraví jsou 

prokázané. 

Bezepčnost. Žádné riziko pro konzumenta. 

Dobré technologické vlastnosti. Stabilita kmenu. 

Produkce ve vysokém měřítku. 

Kyslíková tolerance. 
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Jak už bylo zmíněno, probiotické účinky jednotlivých kmenů se liší. Na základě toho 

musí být podle FAO/WHO (2001) provedena kmenová identifikace (genová typizace), např. 

metodou gelové elektroforézyv pulzním elektrickém poli („Pulsed Field Gel 

Electrophoresis“,PFGE). Jako první se doporučuje udělat nejprve fenotypové testy a poté 

genovou identifikaci, např. použitímmetody DNA/DNA hybridizace, sekvenování 

16S rDNA nebo jiné, mezinárodně uznávané metody. Pro potvrzení správné identifikace se 

používá RDP – „Ribosomal Database Project“ (www.cme.msu.edu/RDP/) nebo GenBank 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 

1.2 Lactobacillus spp. 

Rod Lactobacillus patří k nejpočetnější skupině mezi bakteriemi mléčného kvašení. 

Jsou to nesporulující, gram pozitivní (G+) tyčky, které jsou součástí fyziologické bakteriální 

mikroflóry, jež se obvykle nachází v ústní dutině, gastrointestinálním traktu a v ženském 

urogenitálním traktu (Cannon a kol., 2005, Kononen  Wade, 2007, Madigan a kol., 2006). 

Většina druhů laktobacilů je fakultativně anaerobní, rostou v přítomnosti i nepřítomnosti 

anaerobního prostředí. Pouze asi 20% druhů izolovaných od lidí jsou obligátní anaerobové. 

Laktobacily dobře rostou na krevním agaru (Summanen a kol., 1993).Některé z nich rostou 

také na selektivním médiu pro laktobacily. Kyselina mléčná je hlavním, a zároveň konečným 

metabolickým produktem laktobacilů při fermentaci glukózy (Kononen  Wade, 2007, 

Madigan a kol., 2006). Kyselina octová a kyselina jantarová jsou produkovány u 

heterofermentativních druhů, ovšem pouze v malých množstvích. Některé druhy a kmeny 

jsou široce používány jako startovací kultury řídící fermentaci potravin a krmiv, a to hlavně 

mléčných výrobků (sýry, jogurty), fermentovaného masa (klobásy, salámy), fermentované 

zeleniny (olivy, okurky) nebo kynutého pečiva.  

GITrůzných savců je běžně osídlen rodem Lactobacillus (Kononen  Wade, 2007, 

Madigan a kol., 2006). Mezi nejběžnější druhy laktobacilů izolované z GIT patří 

Lactobacillus brevis, L. casei, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum a L. salivarius. 

Laktobacily mohou být izolovány také ze zubního plaku, slin a vaginální oblasti člověka a 

ostatních savců (Slover a kol., 2008). 

V žaludku se vyskytuje 10
3
-10

4
 CFU

1
/g laktobacilů společně se streptokoky a 

bifidobakteriemi. Důsledkem kyselého prostředí v žaludku je množení většiny 

mikroorganismů zpomalené. Toto prostředí jsou schopné přežít zejména bakterie mléčného 

                                                 
1
 CFU (colony forming unit – jednotka tvořící kolonii) – množství životaschopných buněk, ve kterých kolonie 

představuje soubor buněk získaných z jedné progenitorové buňky. 
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kvašení. Pohyby tenkého střeva zabraňují přemnožení mikroorganismů, nicméně v distální 

části střeva počet bakterií výrazně roste. Počet laktobacilů se v této části zvyšuje až na  

10
3
-10

7
 CFU/g. 

 

1.2.1 Lactobacillus mucosae 

Buňky L. mucosae jsou G+, kataláza negativní tyčky, které se vyskytují jednotlivě, 

ve dvojicích, nebo tvoří krátké řetězce. Jsou obligátně heterofermentativní a produkují 

kyselinu mléčnou. Všechny kmeny tohoto druhu, které byly dosud popsané, mají schopnost 

vázat se na hlen v modelech in vitro (Roos a kol., 2000). 

Bylo prokázáno, že L. mucosae nalezený v savčím GITmá schopnost adherovat na 

povrch sliznic. Je také schopen adherovat velice pevně k epitelu lidského střeva a 

produkovat antimikrobiální látky a biofilm, pokud je vystaven fyziologickým podmínkám 

střeva. Lee a kol. izolovaliL. mucosae LM1 ze vzorků stolice zdravých selat a jejich 

předběžné studie, týkající se adhezivity a antibakteriální činnosti, prokázaly dobrouvazebnou 

aktivituna hlen v podmínkach in vitro a antibakteriální aktivitu vůčipatogenním bakteriím 

(Lee a kol., 2012). 

 

1.3 Adhezivita 

Interakce probiotik s eukaryotními buňkami odkrývá, mimo jiné, i podstatu funkce 

probiotik, které mají významnou úlohu pro zdraví. Mikrobiální buňky s probiotickými 

vlastnostmi jsou v nosiči dopraveny potravou do GIT, kde svou účastí podporují celou řadu 

reakcí pozitivně ovlivňujících zdravotní stav. Výběr účinného a technologicky odolného 

mikroorganismu (např. z rodu Lactobacillus) je významným krokem ve vývoji probiotického 

produktu. Při tomto výběru hraje podstatnou roli schopnost prokaryotní buňky adherovat na 

buňku eukaryotní, neboť pouze interakce mezi těmito buňkami vede k účinnějšímu 

konečnému efektu. 

Adhezivita probiotik na střevní sliznici a epitelové buňky byla dlouho považována za 

jedno z nejdůležitějších kritérií výběru probiotických mikroorganismů, jelikož tím může 

prodloužit přežívání probiotických buněk v organismu. Z toho důvodu umožňuje adhezivita 

probiotik dočasnou kolonizaci střeva, modulaci imunitního systému a konkurenční vytěsnění 

patogenů (Bezkorovainy, 2001). Ačkoli je důkazů o přilnavosti probiotik na sliznici in vivo 

dosud málo, některé studie ukazují, že tato přilnavost skutečně může nastat a může tedy 
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sloužit jako jeden z mechanismů působení probiotických mikroorganismů (Blum a kol., 

1999).  

Na adhezivtě laktobacilů na povrch buněk se podílí různé povrchové komponenty. 

Stejně jako u jiných prokaryot, nejvýznamnější a nejpočetnější adhezní molekuly představují 

povrchové proteiny laktobacilů. Významná role proteinových povrchových molekul byla 

zmíněna v několika studiích (Greene  Klaenhammer, 1994; Tuomola a kol., 2000), které 

popisují adhezi laktobacilů k hlenu a epiteliálním buňkám. Bylo identifikováno několik 

povrchových proteinů laktobacilů a je zřejmé, že laktobacily používají různé způsoby 

k tomu, aby rozpoznaly povrchové proteiny různých hostitelů, které v těchto procesech 

fungují. Zahrnují jednak proteiny povrchové vrstvy (tzv. „S-layer“), dále funkčně odlišnou 

skupinu proteinů s motivem LPXTG v primární sekvenci. Patří sem také nezakotvené 

housekeeping proteiny, které jsou považovány za cytoplasmatické, jsou vylučovány 

laktobacily a o způsobu jejich sekrece a mechanismu, který využívají k uchycení na povrch 

buňky, není příliš známo. Mezi další povrchové struktury patří i transportní proteiny a 

nakonec také proteiny, které nepatří do žádné ze zmiňovaných proteinových skupin 

(Antikainen a kol., 2009) (viz. Tab. III). 

 

Tab. III: Navržené nebo identifikované adhesivní povrchové proteiny laktobacilů. 

ADHEZNÍ 

MOLEKULA 

CÍL KMEN LITERATURA 

Proteiny 

povrchových struktur 

   

S-layer protein Ptačí střevní 

epiteliální buňky. 

Lactobacillus 

acidophilus 

Schneitz a kol., 1993 

CbsA Kolagen, laminin, 

kuřecí střevní 

subepiteliální tkáň. 

Lactobacillus 

crispatus JCM 5810 

Toba a kol., 1995 

SlpA Fibronektin, lidská 

epiteliální buněčná 

linie. 

Lactobacillus brevis 

ATCC8287 

Hynönen a kol., 

2002 

S-layer protein Červené krvinky. Lactobacillus 

kefiriCIDCA 8321, 

Lactobacillus 

Garrote a kol., 2004 
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parakefiriCIDCA 

8328 

 

SlpA Myší ileální 

epiteliální buňky. 

Lactobacillus 

acidophilus M92 

Frece a kol., 2005 

LPXTG-motiv 

proteiny 

   

Mub Slepičí střevní 

sliznice, prasečí 

mucin. 

Lactobacillus reuteri 

1063 

Roos  Jonsson, 

2002 

Mub (LBA 1392) Lidská střevní 

epiteliální buněčná 

linie. 

Lactobacillus 

acidophilus NCFM 

Buck a kol., 2005 

Lsp Myší střevní epitel. Lactobacillus reuteri 

100-23 

Walter a kol., 2005 

Msa (LP 1229) Manosidy. Lactobacillus 

plantarum WCFS1 

Pretzer a kol., 2005 

LspA Lidská střevní 

epiteliální buněčná 

linie. 

Lactobacillus 

salivarius UCC118 

Van Pijkeren a kol., 

2006 

Cytoplasmatické 

proteiny 

   

EF–Tu Lidská střevní 

epiteliální buněčná 

linie, mucin. 

Lactobacillus 

johnsonii NCC533 

Granato a kol., 2004 

GroEL Lidská střevní 

epiteliální buněčná 

linie, mucin. 

Lactobacillus 

johnsonii NCC533 

Bergonzelli a kol., 

2006 

Enoláza Laminin, 

fibronektin, 

plasminogen. 

Lactobacillus 

crispatus ST1 

Antikainen a kol., 

2007b; Hurmalainen 

a kol., 2007 

GAPDH Plasminogen. Lactobacillus 

crispatus ST1 

Hurmalainen a kol., 

2007 
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Transportní proteiny    

CnBP Kolagen typu I. Lactobacillus reuteri 

NCBI 11951 

Roos a kol., 1996 

MapA Prasečí střevní 

sliznice, lidská 

střevní epiteliální 

buněčná linie. 

Lactobacillus reuteri 

104R 

Miyoshi a kol., 

2006; Rojas a kol., 

2002 

Ostatní proteiny    

FbpA Lidská střevní 

epiteliální buněčná 

linie. 

Lactobacillus 

acidophilus NCFM 

Buck a kol., 2005 

 

Adhezivní vlastnosti probiotik jsou druhově specifické a existuje několik faktorů 

ovlivňujících adhezivitu (viz. Tab. IV). 

 

Tab. IV: Faktory ovlivňující adhezivní vlastnosti probiotických mikroorganismů. 

FAKTOR STUDIE VÝSLEDKY LITERATURA 

Nízké pH Adheze probiotik na 

Caco-2 epitelové 

buňky. 

Zvýšená adheze. 

 

 

Změny v adhezi 

kmenově závislé. 

Blum a kol., 1999; 

Greene a kol., 1994 

 

Riedel a kol., 2006 

 

Přítomnost 

žluči 

Adheze probiotik na 

sliznici. 

Snížená adheze. Gueimonde a kol., 

2005; Ouwehand a 

kol., 2001 

Růstová fáze Adheze probiotik na 

Caco-2 epitelové 

buňky. 

 

 

 

Adheze kmene 

L. fermentum na 

Snížená přilnavost v 

průběhu 

logaritmickéfáze, 

zvýšenáv průběhu 

stacionární fáze. 

 

Adheze vyšší během 

stacionární fáze 

Blum a kol., 1999 

 

 

 

 

 

Savage, 1992 
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FAKTOR STUDIE VÝSLEDKY LITERATURA 

keratinizujíci žaludeční 

epitel myší. 

v porovnání 

s exponenciální fází 

růstu. 

 

 

 

Růstové 

médium 

Adheze potenciálně 

probiotických kmenů na 

glykoproteiny získané 

ileostomií. 

Kultivační médium 

ovlivňuje adhezi. 

Ouwehand a kol., 

2001 

Získaná 

rezistence na 

kyselé 

prostředí 

Adheze bifidobakterií 

rezistentních na 

působení kyselého 

prostředí na sliznici. 

Může v některých 

případech zvýšit 

adhezi. 

Collado a kol., 

2006 

Získaná 

rezistence na 

žluč 

Adheze bifidobakterií 

rezistentních na 

působení žluče na 

sliznici. 

Může zvýšit adhezi. Gueimonde a kol., 

2005 

Endogenní 

mikroflóra 

Adheze na sliznici 

v přítomnosti fekální 

nebo slizniční 

mikroflóry. 

Endogenní mikroflóra 

neovlivňuje adhezi na 

sliznici in vitro. 

Ouwehand a kol., 

2004; Ouwehand a 

kol., 1999 

 

Přítomnost 

jiných 

probiotických 

kmenů 

Adheze probiotik na 

prasečí střevní epitelové 

buňky IPEC-J2. 

 

 

Adheze kombinace 

probiotických kmenů na 

glykoproteiny získané 

ileostomií. 

Probiotika mohou 

snižovat adhezi jiných 

kmenů soutěžením o 

určitá adhezivní místa. 

 

Kombinace probiotik 

může mít 

synergickývliv na 

adhezi. 

 

Larsen a kol., 2007 

 

 

 

 

Ouwehand a kol., 

2000 

 

 

Enzymy 

trávícího 

systému 

Adheze probiotik na 

sliznici. 

 

Většinou snížená 

adheze. 

 

Ouwehand a kol., 

2001 
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FAKTOR STUDIE VÝSLEDKY LITERATURA 

Adheze kmene 

Propionibacterium 

acidipropionici na 

střevní buňky. 

Žádný vliv na adhezi. Zarate a kol., 2002 

 

Vazba 

mykotoxinů 

Adheze kmene 

L. rhamnosus GG na 

Caco-2 epitelové 

buňky. 

Snížená adheze, 

pokud je buňka 

vázána na mykotoxin. 

Kankaanpää a kol., 

2000 

Přítomnost 

lignanů 

Adheze komerčních 

probiotik na sliznici. 

U některých kmenů 

zvýšená adheze. 

Lahtinen a kol., 

2002 

Přítomnost 

Ca
2+

 iontů 

Adheze probiotických a 

lidských izolátů na 

Caco-2 epitelové 

buňky. 

 

 

Adheze probiotik na 

prasečí střevní epitelové 

buňky IPEC-J2. 

Adheze na Ca
2+

 

v některých případech 

nezávislá, v jiných na 

Ca
2+

 závislá. 

 

 

Adheze většiny 

kmenů s přítomností 

vápníku vzrostla. 

Bernet a kol., 1993; 

Bernet a kol., 1994; 

Chauviere a kol., 

1992; Coconnier a 

kol., 1992 

 

Larsen a kol., 2007 

Přítomnost 

Mg
2+ 

a Zn
2+

 

iontů 

Adheze probiotik na 

prasečí střevní epitelové 

buňky IPEC-J2. 

Adheze nebyla 

přítomností Mg
2+ 

a 

Zn
2+

 iontů ovlivněna. 

Larsen a kol., 2007 

 

Adheze k savčím epiteliálním buňkám je pro bakterie klíčový proces k přežití. Pro 

patogenní bakterie je tato adheze kritickým bodem, protože umožňuje uvolnění enzymů a 

toxinů, které vyvolávají nekrotický proces přímo v cílové buňce, čímž usnadňují invazi 

(Jankowska a kol., 2008). 

Epiteliální buňky GIT jsou před patogenními bakteriemi chráněny mnoha různými 

mechanismy. Jedním z nich je snížení infekcí prostřednictvím soutěžení fyziologické a 

probiotické mikroflóry o vazebná místa s mikrobiálním patogenem a produkce látek 

s antimikrobiální aktivitou (Baccigalupi a kol., 2005; Ouwehand & Vesterlund, 2003). Aby 

došlo k infekci, patogenní bakterie musí po průniku střevním hlenemadherovat 
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na enterocyty(Sylvester a kol., 1996). První krok adheze je u rodu Salmonellazprostředkován 

bakteriálními fimbriemi, které rozeznávají určité receptory na eukaryotní buňce (Lehto & 

Salminen, 1997). Několik studií naznačuje, že bakterie mléčného kvašení mohou zabránit 

vazběpatogenů, tím snížit kolonizaci střeva a zabránit infekci (Coconnier & Salminen, 1997; 

Coconnier a kol., 2000; Servin, 2004; Zárate &Nader–Macias, 2006). 

Studování bakteriální adheze in vivo je obecně obtížné, proto se k těmto 

experimentům využívají in vitro modely se střevními buněčnými liniemi, např. Int–407 

(Kapczynski a kol., 2000) nebo Caco-2 (Coconnier a kol., 2000; Lehto & Salminen, 1997). 

Jsou používanypro studium adhezivity probiotických bakterií mléčného kvašení a 

konkurenčního vyloučení patogenních bakterií. 

Bakteriální adhezivita ke střevnímu epitelu byla studována v různých in vitro 

modelech zahrnujících polymerní povrchy (Stickler a kol., 2006), střevní sliznici (Ma a kol., 

2006) nebo lidskou střevní adenokarcinomovou epiteliální monovrstvu Caco-2 buněk (Fogh 

a kol., 1977). Caco-2 buňky se diferencují podobně jako normální střevní epitelové buňky, 

vykazující charakteristiku pro nezralý, stejně jako pro zralý enterocyt s funkční hraniční 

vrstvou mikroklků a apikálními hydrolázami (Greene & Klaenhammer, 1994). Některé 

studie popisují adhezivitu různých bakterií mléčného kvašení ke kultivovaným buňkám, 

Salmonella a jiné bakterie, jako soutěž mezi bakteriálními kmeny (Jankowska a kol., 2008). 

Chauviére a kol. zjistili, že  teplem inaktivované laktobacily inhibují adhezi enterotoxigenní 

Escherichia coli (Chauviére a kol., 1992). Podle Mc–Groartyho& Reida (1988) působí 

laktobacily na patogeny různými mechanismy, např. produkcí antimikrobiálních sloučenin, 

jako je kyselina mléčna, peroxid vodíku nebo bakteriociny. 

 

1.4 Eukaryotní buňky 

1.4.1 HeLa buňky 

HeLa buňky jsou rychle rostoucí buňky lidského původu izolované v padesátých 

letech dvacátého století z neoplazie. 

Roku 1951 dostal George Gey malý vzorek lidského nádoru z nemocnice Johna 

Hopkinse v Baltimoru, Maryland, ze kterého se mu podařilo vytvořit první in vitro buněčnou 

linii, která se používá dodnes. Vzorek rakoviny pocházel z děložního čípku mladé ženy 

přezdívané Henrietta Lacks. Rakovina děložního čípku se zpravidla rozvíjí velice pomalu a 

průměrná doba přežití je nejméně pět let. V tomto případě byl ovšem nádor neobvyklý – byl 

měkký, fialový a nereagoval na radioterapii. To vše poukazovalo na žlázový nádor – vzácný 
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adenokarcinom – což se také později potvrdilo. Osm měsíců po diagnostikování nádoru 

Henrietta Lacks zemřela (Masters, 2002). 

Během několika let se začaly HeLa buňky používat po celém světě jako laboratorní 

model rakovinné buňky, čehož lze využít při výzkumu rakoviny. Ale nejen to, HeLa buňky 

se běžně využívají k biomedicínskému výzkumu biochemických drah v normálních, ale i 

patologických buňkách lidského těla, k identifikaci genů a chromozomů v somatických 

buněčných hybridech kontrolujících kancerogenitu v děložnímčípku (Lichy a kol., 1992; 

Stanbridge a kol., 1981), atd. 

Obecně platí, že lidský nádor rostoucí v kultuře permanentně je řazen do skupiny 

buněčných linií, které získaly důležité fenotypové a genotypové změny. Přestože bylo 

postupně izolováno několik dalších buněčných linií z různých typů lidských nádorů, HeLa 

buňky jsou stále nejpoužívanější lidské buněčné linie (Masters, 2002). 

 

1.4.2 Caco-2 buňky 

Caco-2 buňky jsou rychle rostoucí buňky lidského původu izolované ze střevního 

karcinomu. 

Buněčná linie Caco-2 buněk představuje důležitý in vitro experimentální model 

využívaný ke studiu střevní diferenciace.Tato buněčná linie byla izolována z relativně dobře 

diferencovaného nádoru a roste pomalu v nahých myších (Fogh a kol., 1977). Caco-2 buňky 

se diferencují spontánně, v závislosti na hustotě buněk (Pinto a kol., 1983). Jsou jedinečným 

modelem, který slouží k pochopení, jakým způsobem neoplastický proces zasahuje do 

regulace buněčné diferenciace (Pignata a kol, 1994). Kromě zmíněného jsou Caco-2 buňky 

využívány při studiu adherence probiotických, ale i patogenních mikroorganismů (Lee a kol., 

2003). 

 

1.4.3 L929 buňky 

Buněčná linie L929 byla roku 1948 izolována z pojivové tkáně myši. Kmen L byl 

jednou z prvních buněčných linií, které se začaly kultivovat kontinuálně a byl získán z 

normálních podkožních a tukových buněk ze 100 dní starého myšího samce. Klon 929 byl 

uznán z 95. subkultury generace rodičovského kmene 

(http://www.cicams.ac.cn/marker/cell%20lines/L929.htm). 

Buňky L929 nemají mezibuněčnou komunikacia jsou známé přítomností adhezních 

molekul (http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=L929). 
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1.5 Cíle práce 

1) Sledování závislosti kinetiky a dynamiky adherence prokaryotních buněk 

(Lactobacillus mucosae D a Staphylococcus aureus) na eukaryotní buněčné linie 

(Caco-2) a vzájemné interakce bakteriálních kmenů 

o In vitro kultivace eukaryotních savčích buněk  

 HeLa buňky  

 Caco-2 buňky 

 L929 buňky 

o Kultivace bakteriálních kultur 

 Lactobacillus mucosae D 

 Staphylococcus aureus CCM 4516 

o Kokultivace eukaryotních a prokaryotních buněčných populací 

o Příprava trvalých preparátů 

o Vyhodnocování pomocí optické mikroskopie a statistická analýza výsledků 

 

2) Studium interakce prokaryotních a eukaryotních buněk různými zobrazovacími 

metodami  

o In vitro kultivace eukaryotních buněk (HeLa, Caco-2 a L929 buňky) 

o Kultivace bakteriálních kultur (Lactobacillus mucosae D a Staphylococcus 

aureus CCM 4516) 

o Kokultivace eukaryotních a prokaryotních buněčných populací 

o Příprava preparátů pro skenovací elektronovou mikroskopii (SEM) a 

skenovací elektronovou mikroskopii s pulzním polem (FESEM) 

o Mikrokinematografické zobrazení vazby mezi prokaryotní a eukaryotní 

buňkou 

 

3) Studium vlivu odstranění proteinových struktur na interakci prokaryotní 

(Lactobacillus mucosae D) a eukaryotní buňky (HeLa, Caco-2 a L929 buňky) 

o In vitro kultivace eukaryotních buněk 

o Kultivace (Lactobacillus mucosae D) 

o Opracování povrchu bakteriálních buněk proteolytickými enzymy (trypsin, 

pronáza E, proteináza K) 

o Kokultivace eukaryotních a prokaryotních buněčných populací 
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o Příprava trvalých preparátů 

o Vyhodnocování pomocí optické mikroskopie a statistická analýza výsledků 
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2 Materiál a metodika 

2.1 Kultivační média, chemikálie a přístrojová technika 

2.1.1 Média 

 Ke kultivaci Lactobacillus mucosae D byla použita živná půda MRS (pH 6,0–6,4; de 

Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid, Velká Británie) obohacená o roztok 5 % chloridu cysteinu 

(Sigma, Německo) v množství 0,1 ml na 1,0 ml (viz. Tab. V). 

 

Tab. V: Složení tekuté půdy MRS. 

SLOŽENÍ MNOŽSTVÍ V 1 L 

CH3COONa*3H2O 5,00 g 

Citrát triamonný 2,00 g 

Glukóza 20,00 g 

Kvasničný autolyzát 4,00 g 

„Lab-Lemco“ (masový) extrakt 8,00 g 

MgSO4*7H2O 0,20 g 

MnSO4*4H2O 0,05 g 

Na2HPO4 2,00 g 

Pepton 10,00 g 

Tween 80 1,00 ml 

 

Ke kultivaci Staphylococcus aureus byl použit živný bujón č. 2 (pH 6,8–7,2; Imuna, 

Šarišské Michaľany, SR) (viz. Tab. VI). 

 

Tab. VI: Složení živného bujónu č. 2. 

SLOŽENÍ MNOŽSTVÍ V 1 L 

Hovězí vývar (sušina) 5,00 g 

NaCl 2,50 g 

Pepton 5,00 g 

Živný základ č. 1 6,25 g 

Živný základ č. 2 6,25 g 
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HeLa buňky a Caco-2 buňky byly kultivovány v  MEM médiu („Minimal Essential 

Medium Eagle“; pH 7,0–7,5 ; PAA, Rakousko), které bylo obohaceno o neesenciální 

aminokyseliny, fetální bovinní sérum, L-glutamin a antibiotika(vše PAA, Rakousko) (viz. 

Tab. VII).  

 

Tab. VII: Složení obohaceného MEM média. 

SLOŽENÍ MNOŽSTVÍ V 1 L 

Amfotericin B 0,25 µg/ml 

CaCl2 200,00 mg 

Červený fenol 11,00 mg 

D-glukóza 1000,00 mg 

D-pantotenát vápenatý 1,00 mg 

Fetální bovinní sérum 10% (v/v) 

Chlorid cholinu 1,00 mg 

Chlorid L-argininu 126,00 mg 

Chlorid L-lyzínu 72,00 mg 

Chlorid pyridoxalu 1,00 mg 

KCl 400,00 mg 

Kyselina L-asparágová 13,30 mg 

Kyselina L-glutamová 14,70 mg 

Kyselina listová 1,00 mg 

L-alanin 8,90 mg 

L-asparagin 13,20 mg 

L-cystein 24,00 mg 

L-fenylalanin 32,00 mg 

L-glutamin 292,30 mg 

L-glycin 7,50 mg 

L-izoleucin 52,00 mg 

L-leucin 52,00 mg 

L-metionin 15,00 mg 

L-prolin 11,50 mg 

L-serin 10,50 mg 

L-treonin 48,00 mg 
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L-tryptofan 10,00 mg 

L-tyrozin 36,00 mg 

L-valin 46,00 mg 

MgSO4 97,70 mg 

Monohydrát chloridu L-histidinu 42,00 mg 

Myoinozitol 2,00 mg 

NaCl 6800,00 mg 

NaHCO3 2200,00 mg 

NaH2PO4*H2O 140,00 mg 

Nikotinamid 1,00 mg 

Penicilin 100 I.U./ml 

Riboflavin 0,10 mg 

Streptomycin 0,10 mg/ml 

Tiamin chlorid 1,00 mg 

 

Ke kultivaci L929 buněk bylo použito obohacené DMEM médium („Dulbecco’s 

modified Eagle’s Medium; pH 6,8–7,5, PAA, Rakousko). DMEM médium obsahovalo 

antibiotika a bylo obohaceno o glukózu (4,5 g/l), fetální bovinní sérum a L-glutamin (vše 

PAA Rakousko) (viz. Tab. VIII).   

 

Tab. VIII: Složení obohaceného DMEM média.  

SLOŽENÍ MNOŽSTVÍ V 1 L 

FeN3O9*9H2O 0,10 mg 

Glycin 30,00 mg 

Chlorid cholinu 4,00 mg 

KCl 400,00 mg 

D-pantotenát vápenatý  4,00 mg 

Kyselina listová 4,00 mg 

L-arginin*HCl 84,00 mg 

L-cystein 48,00 mg 

L-fenylalanin 66,00 mg 

L-histidin*HCl*H2O 42,00 mg 

L-izoleucin 105,00 mg 
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L-leucin 105,00 mg 

L-lyzin*HCl 146,00 mg 

L-metionin 30,00 mg 

L-serin 42,00 mg 

L-treonin 95,00 mg 

L-tryptofan 16,00 mg 

L-tyrozin 72,00 mg 

MgSO4 97,70 mg 

Myoinozitol 7,20 mg 

NaCl 6400,00 mg 

NaH2PO4*H2O 125,00 mg 

NaHCO3 3700, 00 mg 

Nikotinamid 4,00 mg 

Pyridoxal chlorid 4,00 mg 

Riboflavin 0,40 mg 

Tiamin chlorid 4,00 mg 

 

2.1.2 Chemikálie a složení roztoků 

o Sterilní roztok PBS – fosfátový pufrovaný fyziologický roztok (NaCl 8,0 g/l, KCl 

0,2 g/l, Na2HPO4*12H2O 2,89 g/l, KH2PO4 0,2 g/l; pH 7,3) 

o 3 % glutaraldehyd ve fosfátovém pufru (vzniká smícháním 4 dílů roztoku A a 1 dílu 

roztoku B; pH 7,2)  

o Roztok A: Na2HPO4*12H2O 71,56 g/l, Na2HPO4*2H2O 35,6 g/l  

o Roztok B: KH2PO4 27,2 g/l 

o 0,2 mol/l fosfátový pufr (pH 7,2) 

o 50 % etanol 

o 70 % etanol 

o Barvivo May-Grünwald (Penta, Česká republika) 

o Barvivo Giemsa-Romanowski (Penta, Česká republika) 

o Směs kyseliny octové (Penta, Česká republika) a metanolu (Analytical Lab Science, 

Thajsko) v poměru 1:3 

o Aceton (Penta, Česká republika) 

o Aceton:xylén v poměrech 1:1, 1:2, 1:4 
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o Xylén (Lach-Ner s.r.o., Česká republika) 

o Trypsin (1 mg/ml) (PAA, Rakousko)  

o Pronáza E (1 mg/ml) (Merck KGaA, Německo) 

o Proteináza K (1 mg/ml) (Merck KGaA, Neměcko)  

o Destilovaná voda 

 

2.1.3 Přístroje 

o Centrifuga: Jouan BR4, multifunction centrifuge, Thermo Electron Corporation, 

Francie 

o Mikrocentrifuga: MiniSpin, Eppendorf, Německo 

o Densitometr: Densi LA meter II, EMO, Česká republika 

o Flowbox 1: Labox, Microbiological safety cabinets, Typ Bio 126, Česká republika 

o Flowbox 2: Holten LaminAir, model 1,5, Thermo Electron Corporation, Francie 

o Flowbox 3: LABOX BHL96  

o Vortex : Lab dancer, IKA-Werke, Německo 

o Termostat na bakteriální kultury: Liebherr, TS 606, Německo 

o Termostat na buněčné kultury: Steri-cycle CO2 incubator, HEPA class 100, model 

381, Thermo Electron Corporation, USA 

o Skenovací elektronový mikroskop: Jeol JSM-7401F Field Emission Scanning 

Electron Microscope, Japonsko 

o Digitální fotoaparát na mikroskopické snímky: Canon PowerShot G6, Canon, 

Japonsko 

o Digitální fotoaparát na mikrokinematografii: Olympus C7070WZ, Olympus, 

Japonsko 

 

2.2 Použité mikroorganismy a buněčné linie 

2.2.1 Bakteriální kultury 

2.2.1.1 Původ bakteriálních kultur 

Bakteriální kmen Staphylococcus aureus CCM 4516 byl zakoupen z České sbírky 

mikroorganismů („Czech Collection of Microorganisms“, Brno). Bakteriální kmen 

Lactobacillus mucosae D pocházel ze žaludeční sliznice jehněte (chovná stanice Očová, SR) 

a byl získán z  Katedry buňkové a molekulární biologie léčiv (Farmaceutická fakulta, 

Univerzita Komenského v Bratislavě, SR).  
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2.2.1.2 Kultivace bakterií  

Lactobacillus mucosae D byl kultivován 24 h v tekuté MRS půdě za anaerobních 

podmínekpři 37 °C. Staphylococcus aureus CCM 4516 byl kultivován 24 h v živném bujónu 

při 37 °C.  

 

2.2.1.3 Příprava bakteriálních suspenzí 

 Bakteriální kultury byly ředěny pomocí denzitometru na počet 1,5 x 10
8
 CFU/ml 

v médiu příslušné buněčné linie bez přidání antibiotik. 

 

2.2.2 Tkáňové kultury a jejich původ 

 Ke studiu adhezivity a interakce prokaryot byly použity tři typy buněčných linií, 

jakožto zástupci eukaryotických buněk. Jednalo se o HeLa buňky(ECACC93021013; 

„European Collection of Cell Cultures“, Sigma-Aldrich, Německo), které jsou schopné 

neustálého dělení, jsou nenáročné na kultivační podmínky, rychle rostou a jedná se 

o epiteliální buňky. Dále byly použity Caco-2 buňky (ECACC 86010202; Sigma-Aldrich, 

Německo), které jsou taktéž schopné neustálého dělení, jsou využívánány k analýzám in 

vitro – v tomto případě k určení míry adherence laktobacilů a stafylokoků na jejich povrch. 

Caco-2 buňky jsou stejně jako HeLa buňky epiteliální. V poslední řadě byly použity L-929 

buňky (Laboratoř tkáňových kultur, Fakulta rybářství a ochrany vod, Jihočeská Univerzita, 

České Budějovice), které představovaly zástupce fibroblastoidních buněk, snadno se 

kultivují.  

 

2.2.2.1 Kultivace buněk HeLa, Caco-2 a L929  

HeLa buňky byly pasážovány po 48 hodinách a kultivovány v obohaceném MEM 

médiu v 5 % atmosféře CO2 při 37 °C.  

Caco-2 buňky byly pasážovány 2x týdně a kultivovány v obohaceném MEM médiu 

v 5 % atmosféře CO2 při 37 °C.  

L929 buňky byly pasážovány 3x týdně a kultivovány v obohaceném DMEM médiu 

v 5 % atmosféře CO2 při 37 °C.  

Následně byly kultury v experimentech nasazeny do 24 jamkových panelů (Greiner, 

Německo) na krycí sklíčka (PAA, Rakousko).  
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2.3 Opracování Lactobacillus mucosae D proteolytickými enzymy 

 Na adhezivitě laktobacilů na povrch buněk se podílí různé povrchové komponenty. 

Hlavní úlohu hrají povrchové proteiny laktobacilů, které představují nejvýznamnější a 

nejpočetnější adhezní molekuly. 

Po kultivaci následovalo opracovánípovrchu buněk, resp. povrchových proteinů 

laktobacilů, trypsinem, pronázou E a proteinázou K. Enzymy byly použity v koncentraci 

1 mg/ml, přičemž trypsin a pronáza E byly rozpuštěny ve sterilním PBS 

a proteináza K ve vodě. Takto připravené enzymy byly přidány v množství 1 ml k bakteriální 

kultuře L. mucosae D a kultivace probíhala 1 h při 37 °C. 

Po opracování povrchových proteinů proteolytickými enzymy byla kultura 

laktobacilů dvakrát propláchnuta sterilním roztokem PBS a přidávána k HeLa, Caco-2 a 

L929 buňkám v množství 1,5x 10
8
 CFU/ml. Inkubace probíhala1, 8 a 24 h při 37 °C v 5 % 

atmosféře CO2.  

Fixace, barvení odvodnění bylo provedeno způsobem uvedeným v kapitole 2.5.2. 

 

2.4 Koinkubace Caco-2 buněk s Lactobacillus mucosae D a 

Staphylococcus aureus 

Bakteriální kultury byly přidávány ke Caco-2 buňkám v množství 1,5 x 10
8
 CFU/ml 

a koinkubovány po dobu 2 h při 37 °C v 5 % atmosféře CO2. V prvním případě jsme 

sledovali, jak testovaný kmen laktobacila odolával vytlačování S. aureus(v dalším textu 

uvádíme pod termínem test vytěsnění).Nejprve byly inkubovány s  L. mucosae D po dobu 

2 h, poté byly buňky dvakrát propláchnuty sterilním roztokem PBS a na závěr byly buňky 

inkubovány s  S. aureus, taktéž 2 h. V druhém případě jsme zjišťovali jak je schopen 

L. mucosae D vytlačovat z vazebných míst S. aureus(v dalším textu uváděno pod termínem 

test vyloučení).Eukaryotní buňky byly inkubovány s S. aureus 2 h, dvakrát propláchnuty 

sterilním rozokem PBS a poté byly inkubovány další 2 h s L. mucosae D. V posledním 

případě jsme sledovali schopnost obou bakteriálních kmenů soutěžit o vazebná místa na 

povrchu eukaryotních buněk (tento test v dalším textu uvádíme jako test soutěžení). V tomto 

posledním případě byly oba bakteriální kmeny přidávany k buněčné linií zároveň a 

koinkubace trvala po dobu 2 h.  
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2.5 Příprava preparátů pro optickou mikroskopii 

2.5.1 Úvod 

Míra adhezivity L. mucosae D a S. aureus na povrch Caco-2 buněk byla 

kvantifikována pomocí optické mikroskopie. Stejným způsobem byla vyhodnocována také 

míra adhezivity testovaných bakteriálních kmenů předem opracovaných trypsinem, 

pronázou E a proteinázou K. Na barvení vzorků byla použita barviva May-Grünwald a 

Giemsa-Romanowski, která jsou určena především k diagnostice in vitro.Barvivo May-

Grünwald barví jádra a krevní buňky. Jedná se o saturovaný roztok eosinu v methylenové 

modři přidané do metanolu. Barvivo Giemsa-Romanowski se používá k barvení periferní 

krve a výtěrů kostní dřeně. Z toho důvodu se používá ke studiu morfologie červených 

krvinek. Nejdůležitějšími složkami barviva jsou methylenová modř, azur B a eosin Y. 

Methylenová modř a azur B barví jádra různými odstíny modré až fialové. Eosin Y barví 

cytoplazmu buněk oranžovou až růžovou barvou. Jedná se o neutrální barvivo, které v našem 

případě barví hlavně jádra. 

 

2.5.2 Fixace, barvení, odvodňováni 

Buňky byly dvakrát opláchnuty sterilním roztokem PBS a fixovány přidáním směsi 

kyseliny octové a metanolu v poměru 1:3 na 10 min. Směs byla po této době odsáta a sklíčka 

byla před dalším zpracováním ponechána k oschnutí v šikmé poloze, aby nepřischla ke dnu 

jamky.  

Po úplném oschnutí byly preparáty barveny pomocí barviva May-Grünwald a barviva 

Giemsa-Romanowski. Nejprve byla sklíčka zatopena přefiltrovaným barvivem May-

Grünwald, ponechána 5 min na minishakeru a následně opláchnuta destilovanou vodou. 

Barvivo Giemsa-Romanowski bylo naředěno destilovanou vodou v poměru 1:13 a 

přefiltrováno přes vatu. Takto připravené a naředěné barvivo bylo vneseno pipetou do jamek 

na buňky, panýlek položen na minishaker na 7 min a opět opláchnut destilovanou vodou. 

Sklíčka byla znovu sušena v šikmé poloze.  

Po usušení byly vzorky odvodňovány v aceton-xylenové řadě: aceton, aceton:xylén 

v poměrech 1:1, 1:2, 1:4 a nakonec xylén, pokaždé po dobu 5 min. Po vyjmutí z xylenu byl 

vzorek ihned nalepen pomocí kanadského balzámu na podložní sklíčko.  
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2.6 Vyhodnocování preparátů 

 Míra adhezivity laktobacilů a stafylokoků na povrch Caco-2 buněk byla 

vyhodnocována pomocí optické mikroskopie, stejně jako míra adhezivity laktobacilů, 

opracovaných trypsinem, pronázou E a proteinázou K, na povrch HeLa, Caco-2 a L929 

buněk. Pro kvantifikaci bylo počítáno, kolik z 1000 Caco-2 (HeLa a L929) buněk mělo na 

svém povrchu naadherovanoualespoň jednu bakteriální buňku. Tyto výsledky byly poté 

statisticky vyhodnoceny pomocí Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot. 

 

2.7 Mikrokinematografické zobrazení vazby mezi prokaryotní a 

eukaryotní buňkou 

 Pro mikrokinematografické zobrazení vazby mezi prokaryotní a eukaryotní buňkou 

byly použity kmeny L. mucosae D a S. aureus a kultura Caco-2 buněk.  

Do Petriho misky, na jejímž dně byla kultura Caco-2 buněk, byly naneseny 

bakteriální suspenze L. mucosae D a S. aureus v počtu 5 x 10
4
 CFU/ml v obohaceném MEM 

médiu. Snímky byly pořizovány po dobu 24 h každé dvě minuty v optickém mikroskopu.  

 

2.8 Skenovací elektronová mikroskopie 

2.8.1 Úvod 

 Pomocí skenovací elektronové mikroskopie (SEM) byla studována morfologie Caco-

2 buněk, bakterií a jejich vzájemná interakce. Jednou z největších předností SEM je velká 

hloubka zaostření. Při zvětšeních porovnatelných s optickým mikroskopem (např. 1000) má 

SEM hloubku zaostření 100x větší než optický mikroskop. Dalšími výhodami SEM je 

vynikající kontrast obrazu a relativně nenáročná příprava vzorků při zobrazování povrchů. 

 Pro podrobnější zkoumání morfologie je využívána také skenovací elektronová 

mikroskopie s pulzním polem („Field Emission Scanning Electron Microscopy“, FESEM). 

Na rozdíl od klasického SEM se zde využívá tzv. studený zdroj elektronů. Jelikož je proud 

elektronů produkovaný v emisním poli přibližně 1000x menší než v klasickém mikroskopu, 

je výsledný obraz kvalitnější (Reichelt, 2007). Zachytávání sekundárních elektronů pomocí 

dvou detektorů shora a z boku se v obraze projeví větším rozlišením, hloubkou ostrosti a 

kontrasem (Operation Instruction Guide JSM-7401F). 
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2.8.2 Koinkubace Caco-2 buněk s L. mucosae D a S. aureus 

 Bakteriální kultury L. mucosae D a S. aureus byly přidávány ke Caco-2 buňkám 

v množství 1,5 x 10
8
 CFU/ml a inkubovány po dobu 2 a 4 h. Buňky byly dvakrát opláchnuty 

sterilním roztokem PBS a fixovány 3 % glutaraldehydem ve fosfátovém pufru nejprve 

20 min, poté 60 min. Následně byly vzorky vypírány 0,2 mol/l fosfátovým pufrem (pH 7,2) 

třikrát po deseti minutách. Na závěr bylo provedeno odvonění 3x po 10 min 50 % etanolem a 

3x po 10 min 70 % etanolem. Po posledním proplachu byly preparáty zality dostatečným 

množstvím 70 % etanolu, panel byl utěsněn parafilmem a vzorky byly dále zpracovány 

v Laboratoři elektronové mikroskopie v Českých Budějovicích.  
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3 Výsledky 

3.1 Vliv Lactobacillus mucosae D na adherenci Staphylococcus 

aureus na povrch eukaryotní buňky 

Míru adhezivity kmenů L. mucosae Da S. aureus (prokaryotní organismy) ke Caco-2 

buňkám (eukaryotní buňky) jsme hodnotili pomocí optické mikroskopie (Obr. 1). Hodnotili 

jsme, kolik eukaryotních buněk mělo na svém povrchu naadherovanou alespoň jednu buňku 

L. mucosae D a kolik jich mělo na svém povrchu alespoň jednu buňku S. aureus. 

 

 

Obr. 1: Buňky L. mucosae D a S. aureus naadherované na Caco-2 buňky. (Zvětšení mikroskopu 

1000x) 

 

Pro porovnání míry adherence dvou bakteriálních kmenů na povrch Caco-2 buněk 

jsme zaznamenané hodnoty vyjádřili procentuálně (Obr. 2). Ve všech případech byl schopen 

lépe adherovatS. aureus. Největší schopnost L. mucosae D konkurovat S. aureus byl u testu 

vytěsnění. V případě S. aureus jsme největší míru adherence zaznamenali v testu soutěžení 

(57,29 %). L. mucosae D měl největší schopnost adherovat v případě vytěsnění (18,60 %). 
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Obr. 2: Procento Caco-2 buněk adherovaných s bakteriálním kmenem po testu soutěžení, vytěsněnía 

vyloučení, porovnání jednotlivých kmenů. 

 

Pro porovnání míry adherence jednotlivých bakteriálních kmenů na povrch Caco-2 

buněk jsme provedli kultivaci Caco-2 buněk též s čistou kulturou L. mucosae D a S. aureus 

(Obr. 3). Hodnocení probíhalo po 2 a 4 h kultivace. Stejně jako při kokultivaci jsme vyšší 

míru adherence zaznamenali u S. aureus. Oba kmeny měly vyšší míru adherence po delší 

době kokultivace (4 h), S. aureus (74,16 %), L. mucosae D (34,63 %). 
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Obr. 3: Procento Caco-2 buněk adherovaných s bakteriálním kmenem v čisté kultuře, porovnání 

jednotlivých kmenů.  

  

 Použitím Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot jsme určovali, 

zda jsou rozdíly mezi vybranými prokaryotními kmeny ve své schopnosti adherovat na 

povrch Caco-2 buněk v jednotlivých modifikacích testu statisticky významné nebo 

nevýznamné.  

 V tabulce IX jsme porovnávali, zda se statisticky signifikantně lišila adhezivita 

L. mucosae D ve třech různých testech, a to soutěžení, vyloučení a vytěsnění. Zjistili jsme, 

že mezi testem soutěžení a vyloučení statistický rozdíl nebyl. To znamená, že přidání obou 

kmenů naráz, nebo nejdříve L. mucosae D a následně S. aureus, nemá signifikantní vliv na 

adherenci laktobacila. Oproti tomu, v případě testu vyloučení a vytěsnění, stejně jako u testu 

vytěsnění a soutěžení, byla míra adherence statisticky významně odlišná (Tab. IX). 

 

Tab. IX: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot)míry 

adherence L. mucosae D v testu soutěžení, vyloučení a vytěsnění s S. aureus.  

D D+Sa D+Sa   

 SaD *** SaD  

 DSa ns *** DSa 

ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní rozdíl (p < 0,001); D+Sa – test 

soutěžení; DSa – test vytěsnění; SaD – test vyloučení.  

 

 

 V tabulce X jsme porovnávali adhezivitu S. aureus ve stejných parametrech, jako 

ve výše popsaném případě L. mucosae D. V míře adherence S. aureus v testech soutěžení a 

vyloučení, stejně jako v testu soutěžení a vytěsnění byl statisticky významný rozdíl. Naopak 

v případě testu vyloučení a vytěsnění statistický rozdíl nebyl, což naznačuje, že přidání 

L. mucosae D před nebo po S. aureus nemá vliv na míru jeho adherence (Tab. X).  

 

Tab. X: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) míry 

adherence S. aureus v testu soutěžení, vyloučení a vytěsnění s L.mucosae D.  

Sa D+Sa D+Sa   

 SaD *** SaD  

 DSa *** ns DSa 
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ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní rozdíl (p < 0,001); D+Sa – test 

soutěžení; DSa – test vytěsnění; SaD – test vyloučení. 

 

 Tabulky XI, XII a XIII popisují, jak se lišila adherence obou testovaných kmenů 

na povrch Caco-2 buněk ve třech různých testech, konkrétně testu soutěžení, testu vytěsnění 

a testu vyloučení. Ve všech třech případech se míra adherence bakteriálních kmenů 

statisticky signifikantně lišila (Tab. XI; Tab. XII; Tab. XIII). 

 

Tab. XI: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

rozdílů adherence bakteriálních kmenů v testu soutěžení. 

D+Sa Sa Sa  

 D *** D 

*** – statisticky vysoce signifikantní rozdíl (p < 0,001). 

 

Tab. XII: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

rozdílů adherence bakteriálních kmenů v testu vyloučení.  

SaD Sa Sa  

 D *** D 

*** – statisticky vysoce signifikantní rozdíl (p < 0,001). 

 

 

Tab. XIII: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

rozdílů adherence bakteriálních kmenů v testu vytěsnění.  

DSa Sa Sa  

 D *** D 

*** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001). 

 

3.2 Úloha povrchových proteinů laktobacilů v adherenci na 

povrch eukaryotních buněk 

3.2.1 Úvod 

Na adhezivtě laktobacilů na povrch buněk se podílí různé povrchové komponenty, 

ale nejvýznamnější úlohu hrají povrchové proteiny. Povrchových proteinů bylo 

identifikováno několik druhů, např. proteiny povrchové vrsty (tzv. „S-layer“), skupina 

proteinů s motivem LPXTG v primární sekvenci, nezakotvené housekeeping proteiny, 
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transportní proteiny a také proteiny, které nepatří do žádné ze zmiňovaných proteinových 

skupin (Antikainen a kol., 2009). 

Míru adhezivity L. mucosae D opracovaného pronázou E, proteinázou K a 

trypsinem(prokaryotický organismus) k HeLa, Caco-2 a L929 buňkám (eukaryotní buňky) 

jsme hodnotili po 1, 8 a 24 h koinkubace pomocí optické mikroskopie a 

vyhodnocovalistatisticky. Pro porovnání jsme koinkubaci provedli též s neopracovanými 

bakteriálními buňkami. 

Po první hodině kultivace měly laktobacily nejnižší schopnost adherence ve všech 

případech. Domníváme se, že tato doba byla nedostatečná na obnovu povrchových 

proteinových struktur zodpovědných za adherenci. Po osmi hodinách bakteriální buňky 

obnovily své povrchové proteiny natolik, že se míra adherence signifikantně 

zvýšila.Proteolyticky neopracované buňky laktobacilů zvyšovaly množství svých 

povrchových proteinů v čase postupně, na rozdíl od laktobacilů opracovaných 

nespecifickými enzymy.  

 

3.2.2 Míra adhezivity L. mucosae D na povrch HeLa buněk 

 Pro porovnání míry adherence L. mucosae D opracovaného nespecifickými 

proteolytickými enzymy na povrch HeLa buněk jsme zaznamenané hodnoty vyjádřili 

procentuálně (Obr. 4). Nejvyšší míru adherence jsme zaznamenali v případě L. mucosae D 

opracovaného proteinázou K po 24 h (100,00 %). Nejmenší schopnost adherovat měl 

L. mucosae D opracovaný pronázou E po 1 h (4,38 %). Nejvyšší míru adherence měl 

neopracovaný L. mucosae D po 24 h (92,94 %). L. mucosae D opracovaný 

proteinázou K měl nejlepší schopnost adherovat po 24 h (100,00 %). L. mucosae D 

opracovaný pronázou E měl nejvyšší míru adherence po 24 h (97,30 %). L. mucosae D 

opracovaný trypsinem nejlépe adheroval po 8 h (94,38 %).  
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Obr. 4: Procento HeLa buněk adherovaných s bakteriálním kmenem, porovnání v jednotlivých 

časech. D – L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – 

L. mucosae D opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem.  

 

 Použitím Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot jsme určovali, 

zda jsou rozdíly mezi L. mucosae D opracovaným různými proteolytickými enzymy ve své 

schopnosti adherovat na povrch HeLa-2 buněk statisticky významné nebo nevýznamné.  

 Porovnávali jsme, zda se statisticky signifikantně lišila adhezivita L. mucosae D 

opracovaného různými proteolytickými enzymy v první hodině. Zjistili jsme, že mezi mírou 

adherence neopracovaného L. mucosae D a L. mucosae D opracovaného 

proteinázou K nebyl statisticky významný rozdíl. Ve všech ostatních případech byla míra 

adherence statisticky významně odlišná (Tab. XIV). 

 

Tab. XIV: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch HeLa buněk po 1 h inkubace.  

1 h D D    

 DE *** DE   

 DK ns *** DK  

 DT *** *** *** DT 
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ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, 

kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou 

E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

Totéž jsme porovnávali v osmé hodině inkubace. Zjistili jsme, že ve všech případech 

byla míra adherence statisticky významně odlišná (Tab. XV). 

 

Tab. XV: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch HeLa buněk po 8 h inkubace.  

8 h D D    

 DE *** DE   

 DK *** *** DK  

 DT *** *** *** DT 

*** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, kontrola; DK – 

L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou E; DT – 

L. mucosae D opracovaný trypsinem 

  

Stejné porovnání jsme prováděli i ve 24 h inkubace. V případě míry adherence 

L. mucosae D neopracovaného a L. mucosae D opracovaného trypsinem nebyl statisticky 

významný rozdíl. Ve všech ostatních případech byla míra adherence statisticky signifikatně 

rozdílná (Tab. XVI). 

 

Tab. XVI: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch HeLa buněk po 24 h inkubace. 

24 h D D    

 DE *** DE   

 DK *** *** DK  

 DT ns *** *** DT 

ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, 

kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou 

E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 
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3.2.3 Míra adhezivity L. mucosae D na povrch Caco-2 buněk 

Pro porovnání míry adherence L. mucosae D opracovaného proteolytickými enzymy 

na povrch Caco-2 buněk jsme zaznamenané hodnoty vyjádřili procentuálně (Obr. 5). 

Nejvyšší míru adherence jsme zaznamenali v případě L. mucosae D opracovaného 

trypsinem po 24 h (61,01 %). Nejmenší schopnost adherovat měl L. mucosae D opracovaný 

proteinázou K po 1 h (0,28 %). Nejvyšší míru adherence měl neopracovaný L. mucosae D 

po 24 h (22,04 %). L. mucosae D opracovaný proteinázou K měl nejlepší schopnost 

adherovat po 24 h (54,90 %). L. mucosae D opracovaný pronázou E měl nejvyšší míru 

adherence po 8 h (25,19 %). L. mucosae D opracovaný trypsinem nejlépe adheroval po 24 h 

(61,01 %). 

 

 

Obr. 5: Procento Caco-2 buněk adherovaných s bakteriálním kmenem, porovnání v jednotlivých 

časech. D – L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – 

L. mucosae D opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem.  

 

Použitím Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot jsme určovali, 

zda jsou rozdíly mezi L. mucosae D opracovaným různými proteolytickými enzymy ve své 

schopnosti adherovat na povrch Caco-2 buněk statisticky významné nebo nevýznamné.  

 Porovnávali jsme, zda se statisticky signifikantně lišila míra adhezivity L. mucosae D 

opracovaného třemi proteolytickými enzymy v první hodině. Zjistili jsme, že mezi mírou 

adherence neopracovaného L. mucosae D a L. mucosae D opracovanéhotrypsinem nebyl 
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statisticky významný rozdíl. Ve všech ostatních případech byla míra adherence statisticky 

významně odlišná (Tab. XVII). 

 

Tab. XVII: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 buněk opracovaného různými proteolytickými 

enzymy po 1 h inkubace. 

1h D D    

 DE *** DE   

 DK *** *** DK  

 DT ns *** *** DT 

ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, 

kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou 

E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

 Totéž jsme porovnávali po 8 h inkubace. Statisticky signifikantní rozdíl byl ve všech 

případech, s výjimkou L. mucosae D opracovaného pronázou E a L. mucosae D 

opracovaného trypsinem, kde míra adherence nebyla statisticky významně odlišná (Tab. 

XVIII). 

 

Tab. XVIII: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 buněk opracovaného různými proteolytickými 

enzymy po 8 h inkubace. 

8 h D D    

 DE *** DE   

 DK *** *** DK  

 DT *** ns *** DT 

ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, 

kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou 

E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

 Stejné porovnání bylo provedeno i po 24 h inkubace. Statisticky významný rozdíl 

v míře adherence byl ve všech případech (Tab. XIX). 
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Tab. XIX: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch Caco-2 buněk opracovaného různými proteolytickými 

enzymy po 24 h inkubace. 

24 h D D    

 DE *** DE   

 DK *** *** DK  

 DT *** *** ** DT 

** – statisticky signifikantní údaj (p < 0,01); *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); 

D – L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D 

opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

3.2.4 Míra adhezivity L. mucosae D na povrch L929 buněk 

Pro porovnání míry adherence L. mucosae D opracovaného enzymy na povrch L929 

buněk jsme zaznamenané hodnoty vyjádřili procentuálně (Obr. 6). Nejvyšší míru adherence 

vykazoval L. mucosae D po opracování trypsinem po 24 h (84,03 %). Naopak nejmenší míru 

adherence vykazoval L. mucosae D po opracování proteinázou K po 1 h (31,94 %). Samotný 

L. mucosae D nejlépe adheroval po 24 h (74,87 %). L. mucosae D opracovaný proteinázou 

K měl nejvyšší míru adherence po 24 h (73,80 %). Nejvyšší míru adherence po opracování 

pronázou E měl L. mucosae D po 8 h (64,74 %). Po opracování trypsinem měl L. mucosae D 

nejvyšší míru adherence po 24 h (84,03 %). 
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Obr. 6: Procento L929 buněk adherovaných s bakteriálním kmenem, porovnání v jednotlivých 

časech. D – L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – 

L. mucosae D opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem.  

 

Použitím Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot jsme určovali, 

zda jsou rozdíly mezi L. mucosae D opracovaným různými proteolytickými enzymy ve své 

schopnosti adherovat na povrch L929 buněk statisticky významné nebo nevýznamné.  

 Porovnávali jsme, zda se statisticky signifikantně lišila míra adhezivity L. mucosae D 

opracovaného třemi proteolytickými enzymy po první hodině. Zjistili jsme, že ve všech 

případech byla míra adherence navzájem statisticky významně odlišná (Tab. XX). 

 

Tab. XX: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch buněk L929 opracovaných různými proteolytickými 

enzymy po 1 h inkubace. 

1h D D    

 DE * DE   

 DK *** *** DK  

 DT *** *** *** DT 

* – statisticky signifikantní údaj (p < 0,01); *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D 

– L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D 

opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

 Statisticky významný či nevýznamný rozdíl jsme porovnávali i po 8 h koinkubace. 

Zjistili jsme, že mezi mírou adhezivity neopracovaných buněk L. mucosae D a L. mucosae D 

opracovaných trypsinem nebyl statisticky signifikantní rozdíl. Ve všech ostatních případech 

se míra adherence statisticky významně lišila (Tab. XXI).  

 

Tab. XXI: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch buněk L929 opracovaných různými proteolytickými 

enzymy po 8 h inkubace. 

8 h D D    

 DE * DE   

 DK *** *** DK  

 DT ns *** *** DT 
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ns – nesignifikantní rozdíl; * – statisticky signifikantní údaj (p < 0,05); *** – statisticky vysoce 

signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný 

proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou E; DT – L. mucosae D opracovaný 

trypsinem 

 

 Výsledky získané po 24 h koinkubaci laktobacilů a eukaryotních buněk jsme opět 

zpracovali pomocí Studentova t-testu pro porovnání dvou nezávislých hodnot. Míra 

adherence neopracovaných L. mucosae D a L. mucosae D opracovaných proteinázou K se 

statisticky významně nelišila. Ve všech ostatních případech byl rozdíl statisticky 

signifikantní (Tab. XXII). 

 

Tab. XXII: Statistické porovnání (Studentův t-test pro porovnání rozdílu dvou nezávislých hodnot) 

míry adherence L. mucosae D na povrch buněk L929 opracovaných různými proteolytickými 

enzymy po 24 h inkubace. 

24 h D D    

 DE *** DE   

 DK ns *** DK  

 DT *** *** *** DT 

ns – nesignifikantní rozdíl; *** – statisticky vysoce signifikantní údaj (p < 0,001); D – L. mucosae D, 

kontrola; DK – L. mucosae D opracovaný proteinázou K; DE – L. mucosae D opracovaný pronázou 

E; DT – L. mucosae D opracovaný trypsinem 

 

3.2.5 Míra adhezivity L. mucosae D na povrch HeLa, Caco-2 a L929 buněk – 

porovnání jednotlivých tkáňových kultur 

Na grafu (Obr. 7) můžeme vidět porovnání jednotlivých tkáňových kultur u kontroly, 

tzn. L. mucosae D bez opracování proteolytickými enzymy. Ve všech třech typech 

tkáňových kultur se míra adhezivity L. mucosae D vyvíjela postupně – po první hodině 

inkubace byla schopnost adherovat na povrch eukaryotických buněk nejnižší, zatímco 

po 24 h inkubace byla tato schopnost nejvyšší. Nejlépe L. mucosae D adheroval na HeLa 

buňky, a to ve všech hodinách (24 h inkubace 92,94 %). Naopak nejnižší míru adherence 

jsme zaznamenali Caco-2 buňkách (1 h inkubace 5,37 %). 
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Obr. 7: Procento Caco-2, L929 a HeLa buněk adherovaných s L. mucosae D, porovnání jednotlivých 

buněčných linií. 

 

 Na dalším grafu je zaznamenáno porovnání míry adherence L. mucosae D 

opracovaného pronázou E. Stejně jako v případě kontroly, nejlépe L. mucosae D adheroval 

na HeLa buňky, a to po 24 h inkubace (97,3 %). Nejmenší schopnost adherovat vykazoval 

L. mucosae D po 1 h inkubace, taktéž u HeLa buněk (4,38 %). Oproti kontrole se míra 

adhezivity nezvyšovala postupně v čase. V případě Caco-2 i L929 buněk byla nejvyšší míra 

adherence zaznamenána po 8 h inkubace. Pouze u HeLa buněk byla prokázána postupně se 

zvyšující míra adherence v čase (Obr. 8). 
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Obr. 8: Procento Caco-2, L929 a HeLa buněk adherovaných s L. mucosae D opracovaným 

pronázou E, porovnání jednotlivých buněčných linií. 

 

 Porovnání jednotlivých tkáňových kultur, v případě L. mucosae D opracovaného 

trypsinem, zaznamenává následující graf (Obr. 9). Stejně jako v předchozích dvou 

případech, i tady L. mucosae D nejlépe adheroval na HeLa buňky, ale tentokrát po 8 h 

inkubace (94,38 %). Podobně jako u kontroly, nejhůře L. mucosae D adheroval na Caco-2 

buňky (inkubace 1 h, 4,55 %). L. mucosae D vykazoval postupný nárůst schopnosti 

adherence u Caco-2 buněk a L929 buněk.  

 

Obr. 9: Procento Caco-2, L929 a HeLa buněk adherovaných s L. mucosae D opracovaným 

trypsinem, porovnání jednotlivých buněčných linií. 
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 V posledním grafu je opět znázorněné porovnání jednotlivých tkáňových kultur, 

tentokrát s L. mucosae D opracovaným proteinázou K. Stejně jako ve všech třech 

předchozích případech měl L. mucosae D nejvyšší míru adherence u HeLa buněk po 24 h 

inkubace (100 %). Nejnižší míra adherence byla prokázána taktéž v případě HeLa buněk, a 

to po 1 h inkubace (0,28 %). V tomto případě je zajímavé, že už po 8h inkubace byla 

schopnost L. mucosae D adherovat na HeLa buňky téměř 100 % (98,9 %). Míra adherence 

se, stejně jako v případě kontroly, vyvíjela postupně v čase (Obr. 10).  

 

 

Obr. 10: Procento Caco-2, L929 a HeLa buněk adherovaných s L. mucosae D opracovaným 

proteinázou K, porovnání jednotlivých buněčných linií. 

 

3.3 Mikrokinematografické zobrazení vazby mezi prokaryotní 

a eukaryotní buňkou 

 Na ilustraci vzniku, trvání a zániku vazby mezi prokaryotní a eukaryotní buňkou 

jsme použili mikrokinematografické zobrazení této vazby. K tomuto účelu byly použity 

bakteriální kmeny L. mucosae D a S. aureus,  jako zástupce eukaryot Caco-2 buňky.  

 Jako příklad uvádíme tři záznamy různých sběrných časů. Vznik vazby mezi 

bakteriálními buňkami L. mucosae D a povrchem Caco-2 buňky se začal vyvíjet přibližně 

po 2 h 45 min koinkubace (Obr. 11). Vazba mezi bakterialní buňkou L. mucosae D a Caco-2 

buňkou byla zachycena oi 3 h 30 min (Obr. 12) a po 6 h (Obr. 13) koinkubace.  
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Obr 11: Vznik vazby mezi L. mucosae D a Caco-2 buňkou po 2 h 45 min koinkubacie. (Zvětšení 

mikroskopu 400x). 

 

 

Obr. 12: Vazba bakterialních buněk L. mucosae D na Caco-2 buňku po 3 h 30 min h koinkubace. 

(Zvětšení mikroskopu 400x). 
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Obr. 13: Vazba bakterialních buněk L. mucosae D na Caco-2 buňku po 6 h koinkubace. (Zvětšení 

mikroskopu 400x).  

 

3.4 Studium vztahu eukaryotních a prokaryotních buněk a jejich 

vzájemné vazby a morfologie 

 Pomocí skenovací elektronové mikroskopie s pulzním polem (FESEM) jsme 

studovali morfologii Caco-2 buněk, bakteriálních buněk a jejich vzájemnou interakci. 

Použity byly oba testované bakteriální kmeny (L. mucosae D a S. aureus), které byly 

inkubovány spolu s Caco-2 buňkami po dobu 2 h (Obr. 14). 

 Caco-2 buňky, které byly kultivované v MEM médiu samostaně bez laktobacilů či 

stafylokoků (Obr. 15a), byly morfologicky rozdílné od Caco-2 buněk kokultivovaných 

s bakteriemi(Obr. 15b). Caco-2 buňky kultivované samostatně měly méně 

cytoplazmatických výběžků, oproti Caco-2 buňkám kokultivovaným s L. mucosae D a 

S. aureus. Tyto výběžky vytvářely obrovskou síť, jejíž pomocí buňky komunikují (Obr. 16) 

a tato síť částečně pokrývala povrchy buněk. 

Bakteriální kmeny mohou adherovat na různé části povrchu Caco-2 buňky, např. 

na cytoplazmatické výběžky (Obr. 17). 
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Obr. 14: Caco-2 buňky kokultivované s L. mucosae D a S. aureus. 

 

  

Obr. 15: a – Caco-2 buňky; b – Caco-2 buňky kokultivované s L. mucosae D a S. aureus. 

 

a 
 

b 
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Obr. 16: Detail komunikace mezi buňkami prostřednictvím cytoplazmatických výběžků. 

 

Obr.17: Přichycení L. mucosae D na cytoplazmatické výběžky Caco-2 buňky. 
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4 Diskuze 

K našim experimentům jsme jako testovací mikroorganismus vybrali L. mucosae D, 

protože zástupci rodu Lactobacillus kromě toho, žepatří k nejpočetnější skupině bakterií 

mléčného kvašení, bývají často využívany v probiotických preparátech. Taktéž předcházející 

testy naznačují možné použití tohoto kmene v probiotikách pro lidi nebo zvířata.Jedná se o 

nesporulující, G+ tyčky, které se nacházejí nejen v ústní dutině a GIT, ale i v ženském 

urogenitálním traktu jako součást fyziologické mikroflóry. 

Cílem předkládané práce bylo testování bakteriálního kmene L. mucosae D v jeho 

schopnosti adherovat na vybrané živočišné buněčné linie za různych podmínek. V první řadě 

jsme testovali jeho schopnost konkurovat v adherenci indikačnímu kmenu Staphylococcus 

aureus CCM 4516 ve třech různých obměnách experimentu. Za tímto účelem jsme vybrali 

buněčnou linii Caco-2. Dále jsme sledovali, jaký vliv mělo odstranění povrchových proteinů 

laktobacila nespecifickými proteázami na samotnou adherenci. V tomto případě jsme použili 

buněčné linie Caco-2, HeLa a L929. Pomocí mikrokinematografického zobrazení vazby 

bakterií na povrch eukaryotních buněk jsme sledovali vznik, trvání a zánik této vazby. 

Použitím FESEM jsme pozorovali morfologii samotné vazby prokaryotní a eukaryotní 

buňky a jejich interkaci. 

Jak je uváděno v literatuře, probiotické vlastnosti mikroorganismů jsou kmenově 

specifické. U mikroorganismů, které mají být používané jako probiotika, musí být podle 

FAO/WHO provedena genová typizace a kromě jiného musí být testovány na schopnost 

adherovat na povrchy buněčných linií (2001). Podle Ouwehanda jsou probiotika určena 

několika různými faktory a proto je musí potenciálně probiotický kmen splňovat, např. musí 

být lidského původu, musí být bezpečný, musí přežít kyselé prostředí žaludkua musí 

vykazovat pozitivní účinky na zdraví (2002). V naší práci byl použit kmen L. mucosae D 

coby zástupce prokaryotních buněk a zároveň zástupce potenciálně probiotické bakterie. 

Testování tohoto kmene již v několika uplynulých letech probíha na Katedře buňkové a 

molekulární biologie léčiv na Faramceutické fakulte UK v Bratislavě. Ve více ohledech se 

tenhle kmen jeví jako potenciální probiotikum, což byl jeden z důvodů, proč jsme ho 

zahrnulido našich experimentů. 

 Hlavním parametrem ovlivňujícím interakci laktobacilů s hostitelským 

makroorganismem je adhezivita. Umožňuje totiž dočasnou kolonizaci střeva nebo třeba 

konkurenční vytěsnění patogenů (Bezkorovainy, 2001). V našem experimentu jsme použili 

pro odstranění povrchových proteinů laktobacila tři nespecifické proteolytické enzymy 
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(pronáza E, proteináza K a trypsin), abychom zjistili, zda dojde k významnémuovlivnění 

adhezivity laktobacilů na eukaryotické buňky. Jednou z nejdůležitějších struktur, ovlivňující 

míru adherence, jsou povrchové proteiny mikroorganismů, např. proteiny povrchové vrstvy 

(tzv. „S-layer“), nezakotvené housekeeping proteiny, transportní proteiny, atd. Adhezivita je 

samozřejmě ovlivňována velkou spoustou dalších faktorů, mezi které patří růstové médium 

(Ouwehand a kol., 2001), přítomnost jiných probiotických kmenů (Larsen a kol., 2007), 

enzymy trávícího systému (Ouwehand a kol., 2001), nízké pH (Riedel a kol., 2006) nebo 

přítomnost žluči (Gueimonde a kol., 2005). 

 Úkolem mé diplomové práce bylo zjistit, jakým způsobem se ovlivňují L. mucosae D 

a S. aureus v testech vytěsňování, vylučování a soutěžení. Cílem bylo zjistit, zda je 

potenciálně probiotická bakterie L. mucosae D schopná vytěsňovat indikační kmen S. 

aureusz vazby na střevní buňky.  

Adhezivita je samozřejmě důležitá i pro patogenní bakterie. Pro ty je ovšem 

adhezivita zároveň kritickým bodem, jelikož umožňuje uvolnění enzymů a toxinů, které 

vyvolávají nekrotický proces přímo v cílové buňce, čímž usnadňují invazi (Jankowska a kol., 

2008). Některé studie naznačují, že právě bakterie mléčného kvašení mohou potenciální 

infekci zabránit, a to konkurenčním vyloučením; to znamená, že zabrání vazbě patogenů a 

tím i kolonizaci střeva (Zárate &Nader–Macias, 2006) – viz diskuze níže. Laktobacily 

působí na patogeny produkcí antimikrobiálních sloučenin, jako jsou organické kyseliny, 

zejména pak kyselina mléčná peroxid vodíku, bakteriociny, nebo jiné specifické látky, např. 

reuterin a reutericyklin (Mc–Groarty& Reid, 1988). Tyto in vitro studie by měly prokázat 

očekávané chování probiotik a měly by být vhodným krokem před přistoupením ke studiím 

in vivo, které jsou obecně obtížné. Nám se v našem experimentu tuto teorii nepodařilo 

potvrdit. Ve všech třech testech (tzn. test vytěsnění, test vyloučení a test soutěžení) jsme 

vyšší míru adherence pozrovali uS. aureus, bez ohledu na to, zda byl přidán jako první, jako 

druhý nebo současně s L. mucosae D. Pro porovnání míry adherence jednotlivých 

bakteriálních kmenů na povrch Caco-2 buněk jsme provedli kultivaci Caco-2 buněk též 

s čistou kulturou L. mucosae D a s čistou kulturouS. aureus. Hodnocení probíhalo po 2 a 4 h 

kultivace. Oba kmeny měly vyšší míru adherence po delší době kokultivace (4 h), S. aureus 

(74,16 %), L. mucosae D (34,63 %). S. aureus adheroval lépe než L. mucosae D ve všech 

modifikacích experimentu, a to vždy minimálně o 20%. 

K in vitro studiím se běžně využívají různé střevní buněčné linie. V naší práci byla 

použita střevní buněčná linie Caco-2 (Coconnier a kol., 2000), což jsou epitelové buňky 

kolorektálního karcinomu. Caco-2 buňky se ke zjišťování adherence mikroorganismů na 
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povrch eukaryotickýh buněk využívají nejčastěji (Lee a kol., 2003).Využili jsme také HeLa 

buňky, neboť stejně jako Caco-2 buňky jsou využívány pro hodnocení míry adhezivity 

bakterií mléčného kvašení (Atassi a kol., 2006) a zároveň jsou nejstudovanějším modelem 

lidských buněk. V neposlední řadě jsme chtěli ověřit, zda i původ (jiný živočišný druh) 

buněk má vliv na míru adherence mikroorganismů na povrch eukaryotických buněk. Ze 

stejného důvodu byly v experimentu použity také L929 buňky. 

Abychom zjistili, jak významně se na adherenci L. mucosae D podílejí proteiny, 

opracovali jsme laktobacily třemi proteolytickými enzymy (pronáza E, proteináza K, 

trypsin). Míra adhezivity L. mucosae D opracovaného pronázou E, proteinázou K a 

trypsinem(prokaryotní organismus) k HeLa, Caco-2 a L929 buňkám (eukaryotní buňky) byla 

hodnocena po 1, 8 a 24 h koinkubace pomocí optické mikroskopie a byla vyhodnocována 

statisticky. Pro porovnání jsme koinkubaci provedli též s neopracovanými bakteriálními 

buňkami. 

 V téměř všech případech se prokázalo, že 1 h je příliš krátká doba na obnovení 

povrchových struktur, i když v případě laktobacilů opracovaných pronázou E jsme 

zaznamenali signifikantně vyšší míru adherence oproti neopracovaným buňkám. To 

naznačuje, že laktobacily byly schopné obnovit své povrchové proteinové struktury 

zodpovědné za vazbu za dobu kratší než je jedna hodina. Tento trend jsme pozorovali jak u 

Caco-2 buněk, tak u buněk linie L929. Při testovaní na buněčné linii HeLa jsme podobný 

výsledek zaznamenali u laktobacilů opracovaných enzymem proteináza K. Výsledky po 8 h 

a 24 h byly téměř srovnatelné, ale v převážné většině jsme nejvyšší míru adherence 

pozorovali po 24 h koinkubace.  

Překvapivé bylo také to, že co se buněčné linie týče, nejnižší hodnoty míry adhernece 

jsme získali u linie Caco-2, což jsou buňky původem izolované ze střeva, které je 

významným místem působení probiotických organismů. Co se dáletýká buněčných linií, 

nejvyšší míru adherence jsme pozorovali u linie HeLa, která se nám osvědčila i v 

předchozích experiemtnech (Florová, 2010). Do budoucna by bylo vhodné 

propodobnéexperiemnty použít nikoli buňky rakovinného původu, ale buňkyze zdravé 

střevní lidské sliznice. Buňky střevní sliznice mají oproti ostatním buňkám jednu nevýhodu, 

a to obtížnější kultivaci.  (Březina a kol., nepublikované výsledky). 

Více markerů a typické charakteristiky fyziologických buněk klků tenkého střeva 

vykazují Caco-2 buňky. Caco-2 jsou buňky heteronukleárně epiteloidní, izolované 

z adenokarcinomu střeva (Fogh a kol., 1977; Pinto a kol., 1983). Jiným vhodným modelem 

ke studiu bakteriální adherence jsou HeLa buňky, izolované z karcinomu děložního čípku 
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(Maggi a kol., 2000; Attasi a kol., 2006). Z druhé strany, poznatky získané v in 

vitroexperimentch ne vždy korelují s výsledky in vivo experimentů (Lahtinen a Ouwehand, 

2009). 

V budoucnosti by jistě bylo vhodné zaměřit se na specifické odstranění struktur právě 

zodpovědných za adherenci, jelikož jsme v naší práci dokázali, že k ovlivnění adhezivity 

opravdu dochází. K opracování povrchových proteinů se využívá také LiCl (Wang a kol., 

2007). 

 Pro znázornění vzniku, trvání a zániku vazby mezi prokaryotní a eukaryotní buňkou 

jsme použili mikrokinematografické zobrazení této vazby. K tomuto účelu byly použity 

bakteriální kmeny L. mucosae D a S. aureus,  jako zástupce eukaryot Caco-2 buňky. Během 

koinkubace, trvající 24 h, se nám podařilo zaznamenat vznik a trvání vazby mezi L. mucosae 

D a Caco-2 buňkou. V našem experimentu se vazba začala vyvíjet někdy během třetí hodiny 

koinkubace. Tento výsledek byl pro nás důležitý, jelikož se tímto experimentem potvrdilo, 

že vznik vazby je časově závislý.  

 Morfologii Caco-2 buněk, bakteriálních kmenů a jejich vzájemnou interakci jsme 

sledovali pomocí skenovací elektronové mikroskopie s pulzním polem (FESEM). Použity 

byly obě testované bakteriální kultury (L. mucosae D a S. aureus), které byly inkubovány 

spolu s Caco-2 buňkami po dobu 2 h. Caco-2 buňky, které byly kultivované v MEM médiu 

samostaně bez laktobacilů či stafylokoků, byly morfologicky rozdílné od Caco-2 buněk 

kokultivovaných s vybranými bakteriálními kmeny. Caco-2 buňky kultivované samostatně 

téměř neměly cytoplazmatické výběžky, jejich okraje byly ostřejší, méně „roztřepené“ a 

jejich povrch byl více zvrásněn. Naproti tomu Caco-2 buňky kokultivované s L. mucosae D a 

S. aureus vytvářely obrovskou síť, tvořenou dlouhými, tenkými cytoplazmatickými výběžky. 

Pomocí těchto výběžků mezi sebou buňky komunikují, takže slouží jako mezibuněčné 

komunikační kanály. Tato síť také částečně pokrývá povrch Caco-2 buněk, který je hladší, 

než tomu bylo u Caco-2 buněk kultivovaných samostatně (viz. diskuze níže). Ve studii 

Klayraunga a Okonogie (2009) bylo pomocí SEM zjišťováno, zda má antibakteriální aktivita 

kmene L. fermentum vliv na změnu morfologie buněk několika patogenních bakteriálních 

kmenů (Listeria monocytogenes, Salmonella enterica ser. typhi, Shigella sonnei a 

Staphylococcus aureus), se kterými byly kokultivované. Antibakteriální aktivita laktobacilů 

způsobila poškození buněčné membrány patogenních bakterií, což mělo za následek 

smršťování či popraskání buněk daného patogena. V našem případě jsme sledovali 

morfologickou změnu eukaryotických Caco-2 buněk, která se projevila větším množstvím 

cytoplazmatických výběžků. Toto pozorování se shoduje s našimi předchozími výsledky 
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(Florová, 2010). Testování se provádělo na HeLa buňkách a byl použit kmen L. plantarum 

CCDM 92. Výsledkem byla, stejně jako v této práci, nadměrná produkce cytoplazmatických 

výběžků, které propojují jednotlivé buňky. Proto můžeme předpokládat, že právě přítomnost 

bakterií způsobuje vznik vyššího množství mezibuněčných komunikačních kanálů. Též 

předpokládame, že přítomnost bakterií, zejména laktobacila, který produkuje organické 

kyseliny fermentací sacharidů, je formou stresu pro zmíněné eukaryotní buňky. Právě ony 

jsou citlivé na pH kultivačního prostředí, které laktobacily okyselují. Naše předpoklady 

vychází z hypotézy, že změnu morfologie HeLa i Caco-2 buněk způsobuje snížení pH 

různými kyselinami (kyselina mléčná, kyselina octová, atd.) produkovanými bakteriemi 

mléčneho kvašení, ale také i jiné jejich produkty, např. peroxid vodíku (Moy a kol., 2004). 

Na základě našich i předchozích výledků (Bilková a kol.,2008) předpokládáme, že 

testovaný kmen L. mucosae D vykazuje vlastnosti probiotického kmene. Nicméně další, 

testy,zejména in vivo, je nutné provést. 
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5 Závěry 

1) Vliv Lactobacillus mucosae D na adherenci Staphylococcus aureus na povrch 

eukaryotní buňky: 

a) Zjistili jsme, že největší schopnost L. mucosae D konkurovat S. aureus byl 

v případě testu vyloučení. 

 

b) S. aureus měl největší míru adherence na Caco-2 v případě testu soutěžení 

(57,29 %), nejmenší naopak u testu vyloučení (38,70 %). 

 

c) L. mucosae D měl největší schopnost adherovat na Caco-2 buňky v případě testu 

vyloučení (18,60 %), nejmenší u testu vytěsnění (10,90 %). 

 

d) Při samostatné kultivaci měl jak kmen S. aureus (74,16 %), tak kmen 

L. mucosae D (34,63 %) vyšší míru adherence po 4 h kultivace. 

 

e) Statisticky významný rozdíl ve schopnosti adherovat na povrch Caco-2 buněk byl 

pozorován mezi kmeny L. mucosae D a S. aureus ve všech třech testech. 

 

f) S. aureus adheroval lépe než L. mucosae D ve všech modifikacích experimentu, a 

to vždy minimálně o 20%. 

 

2) Úloha povrchových proteinů laktobacilů v adherenci na povrch eukaryotních buněk: 

a) Zjistili jsme, že míra adherence L. mucosae D na povrch třech různých 

buněčných linií byla časově závislá. 

 

b) Odstranění povrchových proteinových struktur mělo aktivační účinek na jejich 

další expresi – míra adherence se v čase zvyšovala a byla signifikantně vyšší než 

u buněk L. mucosae D neopracovaných proteázou. 

 

c) U buněčné linie Caco-2 pocházející ze střeva jsme pozorovali nejnižší míru 

adherence L. mucosae D. Naopak nejvyšší míra adherence byla zaznamenána 

u buněčné linie HeLa. 
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d) Z našich výsledků usuzujeme, že opracování povrchu bakteriálních buněk mělo 

vliv na následné zvýšení exprese povrchových proteinů zodpovědných 

za adherenci, v porovnání s buňkami L. mucosae D neopracovanými enzymy. 

 

e) V případě Caco-2 buněk měl nejlepší schopnost obnovit své povrchové proteiny 

L. mucosae D při opracování trypsinem po 24 h kultivace (61,01 %).Naopak 

nejnižší míru adherence ke Caco-2 buňkám vykazoval L. mucosae D 

po opracování proteinázou K po 1 h kultivace (0,28 %). 

 

f) UHeLa buněk byla míra adherence nejvyšší při opracování proteinázou K po 24 h 

(100,00 %) a nejnižší po opracování pronázou E po 1 h (4,38 %) 

 

g) V případě L929 buněk byla stejně jako u Caco-2 a HeLa buněk nejvyšší míra 

adherence po 24 h při opracování trypsinem (84,03 %), nejnižší po opracování 

proteinázou K po 1 h (20,96 %). 

 

3) Mikrokinematografickým zobrazením vazby mezi prokaryotickou (L. mucosae D 

a S. aureus) a eukaryotickou (Caco-2 buňky) buňkou byl pozorován vznik, trvání a 

zánik této vazby po čas 24 h.Tato vazba je zřejmě časově závislá.  

 

4) Studium vztahu eukaryotních a prokaryotních buněk a jejich vzájemné vazby a 

morfologie pomocí FESEM: 

a) Pomocí skenovací elektronové mikroskopie v pulzním poli byla pozorována 

morfologie a vztah mezi prokaryotickou (L. mucosae D a S. aureus.) a 

eukaryotickou (Caco-2 buňky) buňkou.  

 

b) Byl pozorován morfologický rozdíl mezi Caco-2 buňkami kultivovanými 

samostatně a mezi Caco-2 buňkami kokultivovanými s bakteriálními kmeny. 
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7 Seznam zkratek a symbolů 

 

16S rDNA  16S ribozomální deoxyribonukleotidová kyselina 

CFU  „Colony forming unit“, jednotka tvořící kolonie 

CCM  „Czech Collection of Microorganisms“, Česká sbírka 

mikroorganismů 

DMEM  „Dulbecco’s modified Eagle’s Medium“ 

DNA  Kyselina deoxyribonukleová 

ECACC  „European Collection of Cell Cultures“, Evropská sbírka 

buněčných kultur 

FAO  „Food and Agriculture Orgnization of the United Nations”, 

Potravinářská a polnohospodářská organizace 

FESEM  Skenovací elektronová mikroskopie v pulzním poli 

G+  Gram pozitivní bakterie 

GIT  Gastrointestinální trakt 

MEM  „Minimum Essential Medium Eagle“  

MRS  de Man, Rogosa, Sharpe 

PBS  „Phosphate buffered saline“, fosfátový pufrovaný fyziologický 

roztok 

PFGE  Gelová elektroforéza v pulzním elektrickém poli 

RDP  „Ribosomal Database Project“ 

SEM  Skenovací elektronová mikroskopie 

WHO  „World Health Organization“, Světová zdravotnická organizace 

 


