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1 Uvod

1.1 Probiotické mikroorganismy

Slovo ,,probiotika“ pochdzi z fecCtiny a znamena ,,pro zivot“, z feckého ,,pro bios®.
Potravinaiska a polnohospodaiska organizace (,,Food and Agriculture Organization of the
United Nations”, FAO) a Svétova zdravotnicka organizace (,,World Health Organization®,
WHOQ) (2001) charakterizuje probiotika jako ,,zivé mikroorganismy, které pokud jsou
piijimané v adekvatnim mnoZzstvi, maji pozitivni vliv na hostitele.*

Probiotické ucinky mikroorganismi se vztahuji na jednotlivé druhy a kmeny.
Zdravi prospé$né ucinky vykazuji nékteré kmeny rodu Lactobacillus, Bifidobacterium,
Lactoccocus, Streptococcus, Enterococcus, Saccharomyces a Bacillus. Pripravky
obsahujici tyto kmeny jsou dostupné v 1ékarnach, napt. Lactobacillus acidophilus cps. 75
(Rougier, s.r.o., Praha), Harmony Line-Enterococcus tob.60 (lvax Pharmaceuticals, s.r.o.,
Opava - Komarov), Biopron9 tob. 60 (Valosun a.s., Brno) obsahuje bifidobakterie,
laktobacily, streptokoky a laktokoky, Nutrolin-B kapsle Zelat. tob. 20 (Cipla Ltd., Bombay,
India) obsahuje Bacillus coagulans, Akut Biotic tob. 30 (Valosun a.s., Brno) obsahuje
kromé¢ laktobacili probiotické kvasinky Saccharomyces boulardii a probiotické vlakniny
(fruktooligosacharidy, inulin).

Utinky a jejich mechanismus pisobeni se mohou lisit. Nejzietelngjsi uéinky se
tykaji zmén stievni mikroflory po poZiti probiotik. Tento jev miiZze byt, podle Fullera
(1991), zpiusoben soupefenim o ziviny a o misto pro adhezi mezi pfijatymi
mikroorganismy a potencialnimi patogeny. Jiny zpusob ucinku je produkce
antimikrobidlnich latek. Mohou se také pfizpisobit mikrobidlnimu metabolismu ve
stievech, coz lze zjistit napf. zménou enzymatické aktivity, zménou pH nebo zménou
hladiny cholesterolu (Orrhage a kol., 2005).

Existuje n¢kolik podminek, které musi mikroorganismy spliiovat, pokud maji byt
pouzivané jako probiotika (FAO/WHO, 2002; Kim, 1988):

o mely by to byt mikroorganismy lidského ptvodu, které jsou soucdsti
traviciho traktu

o schopnost pfezit v kyselém prosttedi zaludku a alkalickém prostfedi
dvanactniku

o schopnost adherovat na sliznici a na lidské epitelové bunky a burnikové linie

o antimikrobidlni aktivita vli¢i potencidlné patogennim bakteriim

o schopnost redukovat adhezi patogenti na povrch bunék



o schopnost hydrolyzovat konjugované zlu¢ové kyseliny

o rezistence vici spermicidim

o nepatogenni, netoxické

o odolnost vici technologickému zpracovani

o schopnost ovliviiovat lokalni metabolické aktivity

o schopnost komunikovat s imunitnimi bunikami

o vysoka zivotaschopnost bun¢k

Jak uz bylo zminéno, probiotické ucinky jednotlivych kment jsou odlisné. Na

zaklad¢ tohoto poznatku musi byt podle FAO/WHO (2001) provedena kmenova
identifikace (genova typizace), napi. metodou elektroforézy v pulznim elektrickém poli
(PFGE). Jako prvni se doporucuje ud¢lat fenotypové testy, poté genovou identifikaci, napf.
pouzitim metody DNA/DNA hybridizace, sekvenovani 16S rDNA nebo jiné mezindrodné
uznavané metody. Pro potvrzeni spravné identifikace se pouziva RDP - Ribosomal

Database Project (www.cme.msu.edu/RDP/) nebo GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/).

1.2 Lactobacillus spp.

Rod Lactobacillus je nejvétsi skupinou mezi mlécnymi bakteriemi, ktery
V soucasnosti zahrnuje vice nez 120 druh@ a 20 poddruht a jeho pocet se zvySuje kazdym
rokem. Zahrnuje gram pozitivni (G+), fakultativné anaerobni, nepohyblivé, kataldza
negativni, nesporulujici pravidelné ty¢inky. Jsou acidofilni, se sloZitymi nutricnimi naroky.
Nekteré druhy a kmeny jsou Siroce pouzivany jako startovaci kultury fidici fermentaci
potravin akrmiv; zejména mlécnych vyrobkl (jogurty, syry), fermentovaného masa
(salamy, klobasy), fermentované zeleniny (olivy, okurky) nebo kynutého peciva.
Laktobacily jsou ptirozenou soucasti gastrointestinalniho a urogenitalniho traktu.

V zaludku se vyskytuje 10°-10° CFUYg laktobacili spolu se streptokoky
a bifidobakteriemi. Kvilli kyselému prosttedi v Zaludku je mnoZeni vétSiny
mikroorganismii zpomalené a prezit jsou schopné zejména mlécné bakterie. Pohyby
tenkého stfeva zabranuji pfemnozeni mikroorganismu, ale v distalni ¢asti stfeva vyrazné

roste podet bakterii. Pocet laktobacilii je v této &asti 10%-10" CFU/g.

! CFU (colony forming unit — jednotka tvofici kolonie) — mnozstvi Zivotaschopnych bunék, ve

kterych kolonie ptedstavuje soubor bun€k ziskanych z jedné progenitorové bunky.



1.3 Enterococcus spp.

Rod Enterococcus patii do skupiny mikroorganismi znamych jako bakterie
mlécného kvaseni. Enterokoky jsou G+, nesporulujici, katalaza negativni, fakultativné
anaerobni koky, které se vyskytuji jednotliveé, v parech, nebo v fetézcich. V Soucasnosti
tento rod zahrnuje 28 druht (Foulquié a kol., 2005). N¢které z nich hraji dilezitou roli pii
zrani ov¢ich a kozich syrt, kterym dodavaji typickou chut’ a vlini, mimo jiné se pouzivaji
jako startovaci kultury ¢i dopln€k krmiva, jsou pfitomné ve fermentovanych vyrobcich,
napf. v uzeninach nebo v olivach. Enterokoky tvoii velkou c¢ast autochtonnich bakterii
spojenych se zazivacim traktem savcu.

Jakmile se dostanou do zivotniho prostiedi prostfednictvim lidskych nebo zvitecich
vykald, jsou schopné kolonizovat riznad mista diky své vyjimecné schopnosti odolat nebo
rist v nepfiznivém prostfedi mimo stfeva. To znamend, Ze enterokoky nejsou spojené
pouze s teplokrevnymi zivocichy, ale vyskytuji se i v pidé€, v povrchovych vodach, na
rostlinach a na zelening. Diky schopnosti pfezit neptiznivé podminky, jako extrémni pH,
teplotu ¢i slanost, mohou enterokoky odolat podminkam pii vyrobé potravin. Enterokoky
maji schopnost produkovat bakteriociny, tzv. enterociny, coz jsou malé peptidy
s antimikrobidlni aktivitou G€inkujici proti patogennim bakteriim, napf. listeriim, ¢ehoz je
mozné vyuzit pii biokonzervaci fermentovanych potravin (Foulquié a kol., 2005).

Rod Enterococcus byl popsan teprve nedavno, kdyz Schleifer a Kilpper-Bélz
(1984) popsali E. faecium a E. faecalis. Porovnanim sekvenci genti pro 16S rRNA byly
z rodu Streptococcus vy&lenéné tii rody — rody Enterococcus, Streptococcus a Lactococcus
(Obr. 1; Klein, 2003).
nebo jako startovaci kultury) je rezistence na glykopeptidova antibiotika, jako tfeba na
vankomycin ¢i teikoplanin. Enterokoky patii mezi nejcastéj$i nozokomidlni patogeny a
bylo prokdzano, ze jsou pficinou endokarditidy, bakteriémie, infekce mocovych cest ¢i
centralniho nervového systému (Endtz a kol., 1999; Franz a kol., 1999). Proti n¢kterym
nozokomialnim infekcim zplsobenym enterokoky u jedincl se sniZzenou imunitou jsou pii
1é¢bé vyuzivany glykopeptidova antibiotika (Woodford a Johnson, 1994).

Enterokoky by mohly hrat uZitecnou roli v biokonzervaci nebo jako piidavek ke
startovacim kulturam ke zlepSeni organoleptickych vlastnosti riznych syri. Nicméné tplné
vysvétleni slozitych biochemickych a ekologickych jevli objasnujicich fungovani

enterokoki v mlé¢nych vyrobcich je stale daleko (Giraffa, 2003).
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Obr. 1: Fylogenetické postaveni rodu Enterococcus prokazané 16S rRNA-dendrogramem G+
bakterii, v¢etné¢ rodti Lactococcus a Streptococcus (podle Ludwig a kol., 1985). ,,Sequence

divergence® — stupefi rozdilnosti v nukleotidové sekvenci mezi nékterymi genovymi skupinami.



1.4 HelLa bunky

HeLa bunky jsou rychle rostouci bunky lidského ptivodu izolované v padesatych
letech dvacatého stoleti z neoplazie.

V roce 1951 v nemocnici v Baltimore George Gey ziskal maly vzorek, ktery
pochézel z rakoviny délozniho ¢ipku mladé ¢ernosské zeny prezdivané Henrietta Lacks,
30-ti leté¢ matky. Nador na déloznim ¢ipku roste obvykle pomalu a vétSina pacientii preziva
alespon pét let po diagnostice. V tomto piipadé se podle gynekologa nejednalo o obycejny
nador - byl purpurovy a mékky, coz bylo néco neobvyklého. Nereagoval na radioterapii a
nasledné se ukdzalo, ze se jednd o zldzovy nador, neobvykly adenokarcinom. Osm mésicti
po diagnostikovani nddoru Henrietta Lacks zemfela (Masters, 2002).

HeLa bunky se staly laboratornim modelem transformovanych bunék, které mohou
byt pouzité na vyzkum nadorti. Nepouzivaji se vSak jen pro vyzkum neoplastické
transformace, ale téz v biomedicinskych experimentech, zejména ke studiu biochemickych
pochodu fyziologickych i patologickych bun€k v lidskych tkanich, K identifikaci gent a
chromozomli v somatickych bunécnych hybridech kontrolujicich kancerogenitu
Vv déloznim ¢ipku (Stanbridge a kol., 1981; Lichy a kol., 1992).

Obecné je lidsky nador, ktery roste v kultufe permanentné, fazen do skupiny
bunéénych linii, které ziskaly dulezité fenotypové a genotypové zmény. Piestoze bylo
izolovano n¢kolik dalSich bunéenych linii z riznych typd lidskych nadort, HeLa bunky

jsou stale nejvice pouzivané lidské bunééné linie (Masters, 2002).

1.5 Adhezivita mikroorganismi

Interakce probiotik s eukaryotnimi bunikami odkryva, mimo jiné, i podstatu funkce
probiotik, které maji vyznamnou ulohu pro zdravi. Mikrobialni burniky s probiotickymi
vlastnostmi jsou v nosi¢i dopraveny potravou do gastrointestinalniho traktu, kde svou
ucasti podporuji celou fadu reakei pozitivné ovlivitujicich zdravotni stav. Vybér ucinného a
technologicky odolného mikroorganismu (napi. zrodu Lactobacillus) je vyznamnym
krokem pii vyvoji probiotického produktu. Pii tomto vybéru hraje podstatnou roli
schopnost prokaryotni bunky adherovat na bunku eukaryotni, nebot’ pouze interakce mezi
témito bunikami vede k u¢innéjSimu konecnému efektu.

Adhezivita probiotik na stfevni sliznici a epitelové buiiky byla dlouho povazovéana
za jedno z nejdilezitéjSich kritérii vybéru probiotickych mikroorganismii. Adheze na

sttevni sliznici mlze zabranit vyplaveni probiotickych bun€k, a proto umoZziuje do¢asnou



kolonizaci, modulaci imunitniho konkurenéni

systému a vytésnéni  patogenti
(Bezkorovainy, 2001). Ackoli je dikazi o pfilnavosti probiotik na sliznici in vivo dosud
malo, nedavné studie ukazuji, Ze tato ptilnavost skutecné¢ muze nastat a miize tedy slouzit
jako jeden z mechanisma pisobeni probiotickych mikroorganismt (Blum a kol., 1999).
Adhezivni vlastnosti probiotik jsou druhové specifické a faktory, jako jsou
vlastnosti bunééné stény a jeji slozeni (Gusils, 2002), pfipadné i specificnost hostitele, jsou

vvvvvv

dalsich faktort ovliviiujicich adhezivitu (viz. Tab. I)

Tab. I: Faktory ovliviwyjici adhezivni vlastnosti probiotickych mikroorganismu (podle Lahtinena a
Ouwehanda, 2009).

FAKTOR STUDIE VYSLEDKY LITERATURA
Nizké pH Adheze probiotik na Zvysena adheze Blum a kol., 1999;
Caco-2 epitelové burnky Greene a kol., 1994
Zmény v adhezi Riedel a kol., 2006
kmenov¢ zavislé
Pritomnost Adheze probiotik na Snizena adheze Gueimonde a kol.,
Zluci sliznici 2005; Ouwehand a

kol., 2001

Rastova faze

Adheze kmene
L. fermentum na
keratinizujici Zalude¢ni
epitel mysi

Adheze probiotik na
Caco-2 epitelové buiky

Adheze vyssi béhem
stacionarni faze
V porovnani
S exponencialni fazi

o

rustu

SniZena pfilnavost v
pribéhu logaritmické
faze, zvySena v
pritbéhu stacionarni
faze

Savage, 1992

Blum a kol., 1999

Rustové Adheze potencialné Kultiva¢ni médium Ouwehand a kol.,
médium probiotickych kmeni na ovliviiuje adhezi 2001
glykoproteiny ziskané
ileostomii

Ziskana Adheze bifidobakterii Miize v nékterych Collado a kol.,

rezistence na rezistentnich na ptipadech zvysit 2006
kyselé pusobeni kyselého adhezi

prostiedi prostiedi na sliznici

Ziskana Adheze bifidobakterii Mize zvysit adhezi Gueimonde a kol.,
rezistence na rezistentnich na 2005

zlu¢ pusobeni zluce na
sliznici
Endogenni Adheze na sliznici Endogenni mikrofléra | Ouwehand a kol.,




FAKTOR STUDIE VYSLEDKY LITERATURA
mikrofléra Vv piitomnosti fekalni neovliviiuje adhezi na | 2004; Ouwehand a
nebo slizni¢ni sliznici in vitro kol., 1999
mikroflory
Pfitomnost Adheze kombinace Kombinace probiotik | Ouwehand a kol.,
jinych probiotickych kment na | muze mit synergicky 2000
probiotickych | glykoproteiny ziskané vliv na adhezi
kment ileostomii
Adheze probiotik na Probiotika mohou Larsen a kol., 2007
praseci stfevni epitelové | snizovat adhezi jinych
bunky IPEC-J2 kmenti soutézenim o
urcita adhezivni mista
Enzymy Adheze probiotik na Vétsinou snizena Ouwehand a kol.,
traviciho sliznici adheze 2001
systému
Adheze kmene Zadny vliv na adhezi | Zarate a kol., 2002
Propionibacterium
acidipropionici na
stievni bunky
Vazba Adheze kmene Snizena adheze, Kankaanpai a kol.,
mykotoxind L. rhamnosus GG na pokud je burika 2000
Caco-2 epitelové buiiky | vazana na mykotoxin
Pfitomnost Adheze komer¢énich U nékterych kmeni Lahtinen a kol.,
lignanti probiotik na sliznici zvySend adheze 2002
Pfitomnost Adheze probiotickych a Adheze na Ca** Bernet a kol., 1993;
ca®" iontd lidskych izolat na v n¢kterych ptipadech | Bernet a kol., 1994;
Caco-2 epitelové bunky | nezavisla, v jinychna | Chauviere a kol.,
Ca”" zavisla 1992; Coconnier a
kol., 1992
Adheze probiotik na Adheze vétsiny Larsen a kol., 2007
praseci stfevni epitelové | kment s pfitomnosti
bunky IPEC-J2 vapniku vzrostla
Pfitomnost Adheze probiotik na Adheze nebyla Larsen a kol., 2007
Mg?** a Zn* praseci stievni epitelové |  pfitomnosti Mg2+ a
iontd buiiky IPEC-J2 Zn?* jonti ovlivnéna




1.6 Cile prace

1) Sledovani  kinetiky a  dynamiky adherence  prokaryotni  buiky

(Lactobacillus spp. a Enterococcus spp.) k eukaryotni buiice (HeLa buriky)

O

©)

©)

In vitro kultivace eukaryotnich sav¢ich bunék (HeLa burnky)

Kultivace bakterialnich kultur (Lactobacillus spp. a Enterococcus spp.)
Kokultivace eukaryotnich a prokaryotnich bunécnych populaci

Ptiprava trvalych preparati

Vyhodnocovani pomoci optické mikroskopie

Mikrokinematografick¢ zobrazeni vazby mezi prokaryotni a eukaryotni

burkou

2) Studium vztahu eukaryotnich a prokaryotnich buné¢k a jejich vzajemné vazby

o

o

In vitro kultivace eukaryotnich sav¢ich bunék (HeLa burky)

Kultivace bakterialnich kultur (zastupci rodd Lactobacillus spp. a
Enterococcus spp.)

Kokultivace eukaryotnich a prokaryotnich bunéénych populaci

Ptiprava preparatt pro skenovaci elektronovou mikroskopii (SEM)

3) Vyhodnocovani obrazovych zaznamu a statisticka analyza vysledkd



2 Material a metodika

2.1 Kultivaéni média, chemikalie a pristrojova technika
2.1.1 Média

Ke kultivaci laktobacilli byla pouzita tekutd zivnd pida MRS (de Man Rogosa

Sharpe; Merck, Némecko) obohacena o roztok 5% chloridu cysteinu v mnozstvi 0,1 ml na

1,0 ml média. Ke kultivaci enterokokii bylo pouzito médium M17 (Merck, Némecko) s 1%

obsahem glukozy.

HeLa bunky byly kultivované v obohaceném MEM médiu (Minimal Essential

Medium Eagle; PAA, Rakousko). Obohacené MEM: MEM médium neobsahovalo

antibiotika abylo obohaceno o neesencialni aminokyseliny, fetdlni bovinni sérum

a L-glutamin (vSe PAA, Rakousko). V obohaceném MEM médiu byly fedény bakteridlni

kultury.

2.1.2 Chemikalie a slozeni roztoku

o

sterilni roztok PBS — fosfatovy pufrovany fyziologicky roztok (NaCl 8,0 g/l, KCI
0,2 g/l, Na;HPO4*12H,0 2,89 g/l, KH,PO,4 0,2 g/l; pH 7,3)

3% glutaraldehyd ve fosfatovém pufru (vzniké smichanim 4 dilt roztoku A a 1 dilu
roztoku B; pH 7,2)

o roztok A: Na,HPO,*12H,0 71,56 g/l, Na,HPO,*2H,0 35,6 g/l

o roztok B: KH,PO, 27,2 g/l

0,2 mol/l fostatovy pufr (pH 7,2)

50% etanol

70% etanol

barvivo May-Griinwald

barvivo Giemsa-Romanowski

sm¢s kyseliny octové a metanolu v poméru 1:3

aceton

aceton:xylén v pomérech 1:1, 1:2, 1:4

xylén

2.1.3 Pristroje

o

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

Francie



o Mikrocentrifuga: MiniSpin, Eppendorf, Némecko

o Densitometr: Densi LA meter IT, EMO, Ceské republika

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

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

o Vortex 1: Lab dancer, IKA-Werke, Némecko

o Vortex 2: MS1 minishaker, IKA Werke, Inc, USA

o Termostat na bakteridlni kultury: Liebherr, TS 606, Némecko

o Termostat na HeLa bunky: Steri-cycle CO, incubator, HEPA class 100, model 381,
Thermo Electron Corporation, USA

o Skenovaci elektronovy mikroskop: Jeol JISM-6300 Scanning Microscope, Japonsko

o Digitalni fotoaparadt na mikroskopické snimky: Canon PowerShot G6, Canon,
Japonsko

o Digitalni fotoaparat na mikrokinematografii: Olympus C7070WZ, Olympus,
Japonsko

2.2 Pouzité mikroorganismy a bunéc¢né linie
2.2.1 Mikroorganismy

Bakterilni kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mlékarenskych mikroorganismii
(Milcom, Praha). Jednalo se o kmeny Lactobacillus casei CCDM 650, L. plantarum
CCDM 92 a Enterococcus faecium CCDM 922.

2.2.2 Tkanové kultury
Ke studiu adhezivity a interakce prokaryot byly pouzity jako zastupci
eukaryotickych bunék HeLa buniky, které jsou schopné neustalého déleni, jsou nenarocné

na kultiva¢ni podminky a rychle rostou.

2.3 Bakterialni kultury
2.3.1 Kultivace Lactobacillus spp. a Enterococcus spp.

Laktobacily rostly 48 h ve 3 ml tekuté zivné pidy obohacené MRS v mnozstvi
0,1 ml bakteridlni kultury na 1,0 ml média pti 37 °C. Enterokoky byly kultivovany 48 h
ve 3 ml média M17 s 1% obsahem gluk6zy v mnozZstvi 0,1 ml bakteridlni kultury na 1,0 ml

média pii 37 °C.
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2.3.2 Priprava bakterialnich suspenzi
Kultury byly fedény pomoci denzitometru na po&et 1,5%10® CFU/mI v obohaceném
MEM médiu.

2.4 Kultivace HelLa bunék

HeLa bunky byly pasazovany po 48 hodinach a kultivovany v obohaceném MEM
médiu bez obsahu antibiotik v 5% atmosféfe CO, pii 37 °C. Nasledné byla
v experimentech pouzita 48 h kultura nasazena do 24 jamkovych panelt (Greiner,

Némecko).

2.5 Opticka mikroskopie
2.5.1 Uvod

Mira adhezivity jednotlivych bakteridlnich kmenti na povrch HeLa bun¢k byla
vyhodnocovdna pomoci optické mikroskopie. Na barveni byla pouZita barviva May-
Griinwald a Giemsa-Romanowski. Barvivo May-Griinwald barvi jadra a krevni bunky.
Jedna se o saturovany roztok eosinu v methylenové modii pridané do metanolu. Barvivo
Giemsa-Romanowski se pouziva kbarveni periferni krve a vytéri kostni dfené.
barvi cytoplazmu bun€k oranzovou az rizovou barvou. Methylenovd modi a azur B barvi
jaddra riznymi odstiny modré az fialové. Giemsa-Romanowski se pouziva ke studiu
morfologie Cervenych krvinek. Jedna se o neutralni barvivo, v nasem piipadé barvici

hlavné jadra.

2.5.2 Koinkubace HelLa bunék s laktobacily a enterokoky

Bakterialni kultury byly pfidavany k HeLa buiikam v mnozstvi 1,5%10° CFU/mI a
inkubovany po dobu 24 h. Poté byly bunky dvakrat oplachnuty sterilnim roztokem PBS a
fixovany pfevrstvenim smési kyseliny octové a metanolu v poméru 1:3 na 10 min. Smé&s
byla odsata a sklicka byla pted dalSim zpracovanim ponechana k oschnuti v Sikmé poloze,
aby nepfischla ke dnu jamky.

Po oschnuti byly preparaty barveny pomoci barviva May-Griinwald a barviva
Giemsa-Romanowski. Sklicka byla nejprve zatopena prefiltrovanym barvivem May-
Griinwald, ponechana 5 min na minishakeru a oplachnuta destilovanou vodou. Barvivo

Giemsa-Romanowski bylo nafedéno destilovanou vodou v poméru 1:10 a prefiltrovano
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ptes vatu. Takto nafedéné barvivo bylo vneseno pipetou do jamek na bunky, panylek
polozen na minishaker na 7 min a opét oplachnut destilovanou vodou. Sklicka byla suSena
v Sikmé poloze.

Po ususeni byly vzorky odvodnovany v aceton-xylenové fadé: aceton, aceton:xylén
v pomérech 1:1, 1:2, 1:4 a nakonec xylén, po dobu 5 min. Po vyjmuti z Xylenu byl vzorek

ihned nalepen pomoci kanadského balzdmu na podlozni sklicko.

2.5.3 Vyhodnocovani preparatt

Mira adherence bakteridlnich bun¢k na povrch HeLa bunék byla hodnocena pomoci
optické mikroskopie. Pro kvantifikaci bylo pocitano, kolik z 1000 HeLa bun¢k mélo na
svém povrchu naadherovanou alesponi jednu bakteridlni buniku. Tyto vysledky byly poté
statisticky vyhodnoceny. Pro dokumentaci a ilustraci adherence bakterialnich bun¢k na

povrch HeLa buné¢k byly preparaty fotografovany.

2.6 Mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni a

eukaryotni burikou

Pro mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni a eukaryotni buikou
byl pouzit kmen L. casei CCDM 650 a 48 h kultura HeLa bun¢k.

Do Petriho misky bylo polozeno kryci skli¢ko se 48 h kulturou HeLa bunék. Poté
jsme do Petriho misky nanesli 2 ml obohaceného MEM média bez antibiotik a 1 ml
bakteridlni suspenze kmene L.casei CCDM 650 (0,5*10° CFU/ml). Snimky byly

potfizovany po dobu 24 h kazdé dvé minuty v optickém mikroskopu.

2.7 Skenovaci elektronova mikroskopie
2.7.1 Uvod

Pomoci SEM byla studovana morfologie HeLa bunék, bakteridlnich kmeni a jejich
vz4jemnd interakce. Jednou z nejvétSich vyhod elektronové mikroskopie je velka hloubka
zaostfeni, rozsah vySek na vzorku je simultanné zaostfovany. Pii zvétSenich
porovnatelnych s optickym mikroskopem (napt. 1000) ma SEM hloubku zaostifeni 100x
vetsi nez opticky mikroskop. DalSimi vyhodami SEM je vynikajici kontrast obrazu a

relativné nekomplikovana ptiprava vzorki pfi zobrazovani povrchd.
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2.7.2 Koinkubace HelLa bunék s laktobacily a enterokoky

Bakterialni kultury L. casei CCDM 650 a E. faecium CCDM 922 byly pfidavany
k HeLa buiikdm v mnozstvi 1,5%10%° CFU/ml a inkubovany po dobu 24 h. Bunky byly
dvakrat oplachnuty sterilnim roztokem PBS a fixovany 3% glutaraldehydem ve fosfatovém
pufru nejprve 20 min, poté 60 min. Vzorky byly vypirany tfikrat po 10 min 0,2 mol/l
fosfatovym pufrem (pH 7,2). Na zavér byly bunky odvodnény tfikrat po 10 min 50%
etanolem a tfikrat po 10 min 70% etanolem. Po poslednim proplachu byly preparaty
prevrstveny dostatecnym mnozstvim 70% etanolu, panel utésnén parafilmem a vzorky byly

zpracovany v Laboratofi elektronové mikroskopie v Ceskych Bud&jovicich.

2.8 Statisticka analyza
Mira adhezivity kmenii byla porovnavana navzajem pomoci Studentova t-testu pro
porovnani dvou nezavislych hodnot. Pouziti této metody ndim umoznilo vyhodnotit, zda je

mira adhezivity statisticky vyznamn¢ odli$na mezi jednotlivymi kmeny.
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3 Vysledky

3.1 Kvantifikace schopnosti prokaryotické bunky adherovat na
povrch eukaryotické bunky

Miru adhezivity kment L. plantarum CCDM 92, L. casei CCDM 650 a E. faecium
CCDM 922 (prokaryotické organismy) k HeLa bunkam (eukaryotické buriky) jsme
hodnotili po 24 h koinkubaci pomoci optické mikroskopie. Za uc¢elem kvantifikace jsme
pocitali, kolik z 1000 HeLa bunék mélo na svém povrchu naadherovanou alespon jednu
bakterialni bunku. Vysledky jsme pak statisticky zpracovali pomoci Studentova t-testu pro
porovnani dvou nezavislych hodnot. Pro porovnani miry adherence jednotlivych
bakteridlnich kmenli na povrch Hela bun€k jsme zaznamenané¢ hodnoty vyjadfili
procentualné (Obr. 2). Nejvyssi miru adherence jsme zaznamenali v ptipadé E. faecium
CCDM 922 (73,76%; Obr. 3). Nizsi hodnoty jsme zjistili u L. plantarum CCDM 92
(46,30%; Obr. 4) a u L. casei CCDM 650 (45,68%).

80,00 -
73,76
70,00 -

60,00 -

_ 50,00 ~ 46,30 45,68

procenta (%
N
o
o
o
1

30,00 -

20,00 -

10,00

0,00 T T )
L. plantarum CCDM 92 L. casei CCDM 650 E. faecium CCDM 922

Obr. 2: Procento HeLa bunék adherovanych s bakterialnim kmenem, porovnani mezi jednotlivymi

kmeny.

Pouzitim Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot jsme ur¢ili, zda

jsou rozdily ve schopnosti vybranych prokaryotickych kmen adherovat na povrch
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eukaryotické bunky statisticky vyznamné nebo nevyznamné. Mira adherence na Hela
bunky se v piipade L. plantarum CCDM 92 a L. casei CCDM 650 statisticky vyznamné
nelisila. Naopak v ptipadé E. faecium CCDM 922 a L. plantarum CCDM 92, stejn¢ jako u
E. faecium CCDM 922 a L. casei CCDM 650, byla mira adherence statisticky vyznamné
odligna (Tab. I1I).

Tab. I11: Statistické porovnani (Studentv t-test pro porovnani rozdilu dvoch nezavislych hodnot)
rozdilt ve schopnosti bateridlnich kmenti adherovat na povrch HelLa bun¢k. CCDM 92 —
L. plantarum CCDM 92; CCDM 650 — L. casei CCDM 650; CCDM 922 — E. faecium CCDM 922.

CCDM 92 \ CCDM 92
CCDM 650 \ ns CCDM 650
CCDM922 o o CCDM 922

Vysvétleni ke statistickému vyhodnoceni:
ns — nesignifikantni rozdil

** - statisticky vysoko signifikantni udaj (p < 0,01)

Obr. 3: Buiiky kmene E. faecium CCDM 922 naadherované na HeLa buriky. (Méfitko je 20pum).
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Obr. 4: Kmen L. casei CCDM 650 koinkubovany s HeLa buiikami. (M¢fitko je 20um).

3.2 Mikrokinematografické zobrazeni vazby mezi prokaryotni

a eukaryotni bunkou

Na ilustraci vzniku, trvani a zéniku vazby mezi prokaryotickou a eukaryotickou
bunikou jsme pouzili mikrokinematografické zobrazeni této vazby. K tomuto ucelu byl
pouzit bakterialni kmen L. casei CCDM 650 a jako zastupce eukaryot HeLa bunky.

Jako ptiklad uvadime tfi zdznamy rtiznych sbérnych cast. Vznik vazby mezi
bakterialnimi bunikami L. casei CCDM 650 a povrchem HeLa buiky se zacal vyvijet
pfiblizné po 8 h koinkubace (Obr. 5). Vazba mezi bakterialni butikou L. casei CCDM 650
a HelLa buikou byla zachycena ve 14 h koinkubace (Obr. 6). Zanik vazby mezi
bakterialnimi bunkami L.casei CCDM 650 a HelLa buikou nastal piiblizné¢ po 20 h
kouinkubace (Obr. 7).
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Obr 5: Vznik vazby mezi L. casei CCD 650 a HeLa bunikou po cca 8 h koinkubacie. (ZvétSeni
mikroskopu 10x40).

s 2
B

Obr. 6: Vazba bakterialnich bunk L. asel CCD 50 na HeLa bunku ve 14 h koinkubace.

(Zvétseni mikroskopu 10x40).
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Obr. 7: Zanik vazby mezi bakterialnimi bufikami L. plantarum CCDM 92 a HeLa buiikou po

(1%

ptiblizné 20 h kouinkubace.(Zvétseni mikroskopu 10x40).

3.3 Studium vztahu eukaryotnich a prokaryotnich bunék a jejich

vzajemné vazby

Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie jsme studovali morfologii HeLa bunék,
bakteridlnich kmenti a jejich vzdjemnou interakci. PouZzity byly vSechny testované
bakterialni kultury (L. casei CCDM 650, L. plantarum CCDM 92, E. faecium CCDM 922),
které byly inkubovany spolu s HeLa buitkami po dobu 24 h.

Samotné HeLa bunky kultivované v MEM médiu bez laktobacilt ¢i enterokokti
(Obr. 8a) byly morfologicky rozdilné od HeLa bunék kokultivovanych s vybranymi
bakteridlnimi kmeny (Obr. 8b). HeLa buiky kultivované samotné témét nemély vybézky
(Obr. 8a). Naproti tomu HeLa bunky kokultivované s kmenem L. plantarum CCDM 92
vytvarely obrovskou sit’ dlouhych, tenkych cytoplazmatickych mistkd a vybézkl, pomoci
kterych komunikuji HeLa buriky navzajem mezi sebou (Obr. 8b). Totéz bylo pozorovano i
Vv pfipadé kokultivace s ostatnimi kmeny mlé¢nych bakterii.

Bakterialni kmeny mohou adherovat na riizné ¢asti povrchu HeLa bunky, napf. na
télo HeLa bunky, na komunikac¢ni kandly, pfipadné na cytoplazmatické vybézky HelLa
bungk (Obr. 9).
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Obr. 8: a - HelLa bunka (Bfezina, nepublikované udaje); b - HeLa bunky kokultivované
s bakterialnim kmenem L. plantarum CCDM 92. (Méfitko je 20um).

Obr. 9: Typy vazby bunék L. casei CCDM 650 na HeLa bunku. 1 - L. casei CCDM 650
naadherovany na cytoplazmaticky vybézek HeLa buiky; 2 - L. casei CCDM 650 naadherovany na
cytoplazmaticky most; 3 — L. casei CCDM 650 naadherovany na télo HeLa burtiky.
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4 Diskuze

Rody Enterococcus a Lactobacillus patii do skupiny mikroorganismi znamych
jako bakterie mlééného kvaseni. Oba vySe zminéné rody jsou G+, nesporulujici,
fakultativné anaerobni. Enerokoky jsou morfologicky koky, zatimco laktobacily ty¢inky a
zaroven jsou nejvetsi skupinou mezi mléénymi bakteriemi. Nektefi zastupci obou rodi
vykazuji pozitivni €inky na lidsky i zvifeci organismus a jsou vyuzivany v probiotickych
ptipravcich.

Probiotické uc¢inky mikroorganizmli jsou druhové akmenové zavislé. Zdravi
prospésné ucinky vykazuji taktéz nékteré kmeny roda Bifidobacterium, Lactoccocus,
Streptococcus, Saccharomyces a Bacillus. V piedkladané praci jsme studovaly kmeny
mlécnych bakterii Lactobacillus casei CCDM 650, Lactobacillus plantarum CCDM 92
a Enterococcus faecium CCDM 922,

Podle FAO/WHO existuje nékolik podminek, které musi mikroorganismy spliiovat,
pokud maji byt pouzivané jako probiotika (2002). Musi byt provedena kmenova
identifikace (genova typizace), napt. metodou PFGE a mimo jiné musi byt
mikroorganismy testovany na schopnost adherovat na povrchy lidskych buiikovych linii ¢i
epitelii (FAO/WHO, 2001). Testy, jako naptiklad tolerance na plsobeni kyselin a zluci,
produkce antimikrobialnich latek a schopnost adherovat na lidské stfevni burnky, by mély
byt provedeny v zavislosti na ocekavanych zdravotnich ptfinosech (Collins a spol., 1998;
Havenaar a Huis in’t Veld, 1992).

Ackoli je diikazi o ptilnavosti probiotik na sliznici in vivo dosud malo, uréité studie
ukazuji, Ze tato ptilnavost skute¢né¢ mize nastat a muze tedy slouzit jako mechanismus pro
pusobeni probiotickych mikroorganismi (Blum a kol., 1999). Vhodné studie in vitro by
m¢ély prokazat potencialni zdravotni ptinosy probiotik pted tim, neZ se pfistoupi K testim
in vivo. Adhezivni vlastnosti probiotik jsou druhové specifické. Faktory, jako jsou
vlastnosti bunééné stény a jeji slozeni (Gusils, 2002), piipadné i specifita hostitele, jsou
nejdilezitéjSimi faktory ovlivitujicimi adhezivni vlastnosti. Pfi vybéru probiotickych
kment hraje podstatnou roli schopnost mikroorganismu adherovat na eukaryotni buriku,
nebot’ pouze interakce mezi témito bunkami vede k G¢innému konecnému efektu.
Adhezivitu in vitro mohou ovliviiovat rizné faktory, napiiklad pocet bakterialnich bunék
ptidanych k eukaryotickym bunkam (Greene a Klaenhammer, 1994) ¢i zména podminek,

jako tieba snizené pH (Greene a Klaenhammer, 1994), ptfitomnost zluc¢i v kultivaénim
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médiu (Ouwehand a kol., 2001), pfitomnost jinych probiotickych kmeni (Ouwehand a
kol., 2000) ¢i zména kultiva¢niho média (Ouwehand a kol., 2001).

Miru adhezivity kmend L. plantarum CCDM 92, L. casei CCDM 650 a
E. faecium CCDM 922 (prokaryotické organismy) Kk HeLa buiikam (eukaryotické buriky),
které jsme koinkubovali 24 h, jsme hodnotili pomoci optické mikroskopie. Za ucelem
kvantifikace jsme pocitali, kolik z 1000 HeLa bunék mélo na svém povrchu
naadherovanou alespon jednu bakteridlni buniku a zjisténé hodnoty jsme vyjadiili
procentualné. Nejvyssi miru adherence prokazoval kmen E. faecium CCDM 922 (73,76%).
Niz8i hodnoty pak prokazovaly kmeny L. plantarum CCDM 92 (46,30%) a L. casei
CCDM 650 (45,68%). Zda jsou rozdily ve schopnosti bakterialnich kmenti adherovat na
povrch eukaryotickych bunék statisticky vyznamné ¢i nevyznamné jsme porovnavali
pomoci Studentova t-testu pro porovnani dvou nezavislych hodnot. Mira adherence na
HeLa bunky se v pfipade L. plantarum CCDM 92 a L. casei CCDM 650 statisticky
vyznamn¢ nelisila. Naopak v piipadé E. faecium CCDM 922 a L. plantarum CCDM 92,
stejné jako u E. faecium CCDM 922 a L. casei CCDM 650, byla mira adherence statisticky
vyznamng¢ 0dli$na.

Ve vétSing praci se ke zjistovani schopnosti adherence mikroorganismi na
eukaryotické builkky vyuzivaji Caco-2 buiiky, epitelové buiiky kolorektdlniho karcinomu
(Greene a Klaenhammer, 1994). Divodem, pro¢ jsme k experimentim pouzili HeLa buiiky
je zejména to, Ze v pouzité metod¢, ktera jiz byla optimalizovana v nasi laboratofi, bylo
nutné, aby buné¢né linie rostly v monovrstvé (hodnoceni pomoci optické mikroskopie),
pticemz Caco-2 buiiky tuto podminku nespliiovaly (rGst do prostoru, do ,,sloupecki).
Hela burky jsou taktéZ vyuZzivané jako modelova bunécna linie a je mozné je také vyuzit
pro hodnoceni miry adhezivity mléénych bakterii (Atassi a kol., 2006). Proto jsme tuto
bunécnou linii vyuZzili i my.

Na sledovani vzniku, trvani a zaniku vazby mezi prokaryotickou a eukaryotickou
bunkou jsme vyuzili mikrokinematografické zobrazeni. K tomuto ucelu jsme pouzili
bakterialni kmen L. casei CCDM 650 a jako zastupce eukaryot HelLa bunky. V prub&hu
koinkubace trvajici 24 h jsme zaznamenali jak vznik, tak trvani i zanik této vazby. Vznik
vazby mezi bakterialnimi buiikami L. casei CCDM 650 a povrchem HeLa buniky se zacal
vyvijet asi po 8 h koinkubace, zatimco zanik vazby zacal priblizné po 20 h koinkubace.
Tento vysledek byl pro nés dulezity, jelikoz se ndm potvrdilo, Ze vznik vazby je Casové
zavisly, coz vede K dal$im navrhiim na zkoumani, a to zejména jak se vyviji adhezitivta

V ¢ase.
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Morfologii HeLa bunék, bakterialnich kmenti a jejich vzajemnou interakci jsme
sledovali pomoci SEM. Pouzili jsme vySe zminéné bakteridlni kmeny, které byly
inkubovany spolu s HeLa bunikami po dobu 24 h. Zjistili jsme, ze HeLa bunky kultivované
v MEM médiu bez bakterialnich kmenu (Bfezina, nepublikované tidaje) se morfologicky
lisily od HeLa bun€k kokultivovanych s bakterialnimi kmeny. HeLa bunky kultivované
samotné téméf nemély vybézky, naproti tomu Hela buinky kokultivované s kmenem
L. plantarum CCDM 92 vytvately obrovskou sit” dlouhych, tenkych, cytoplazmatickych
mustkll a vybezkl, pomoci kterych komunikuji HeLa buiikky navzajem mezi sebou. Totéz
bylo pozorovéno i v piipadé kokultivace s ostatnimi kmeny mléénych bakterii. Kromé toho
jsme zjistili, ze bakteridlni buniky mohou adherovat na rizné ¢asti na povrchu HeLa buné¢k,
napft. na t€lo HeLa buiiky ¢i na cytoplazmaticky most HeLa buiiky.

Klayraung a Okonogi (2009) pomoci SEM zjistovali, zda se antibakteridlni aktivita
kmene L. fermentum projevi zménou morfologie bun¢k nékolika patogennich bakterialnich
kmenta (Listeria monocytogenes, Salmonella enterica ser. typhi, Shigella sonnei a
Staphylococcus aureus), se kterymi byly kokultivované dohromady. Jejich vysledky
naznacuji, ze tomu tak opravdu je. Antibakterialni aktivita laktobacili zptsobila poskozeni
bunécné membrany patogennich bakterii, které mélo za nésledek smr$t'ovani ¢i popraskani
bunék daného patogena. V naSem piipad¢ nedoslo k popraskani ani smrs$tovani bunék, ale
ke zméné morfologickych vlastnosti eukaryotickych HeLa bunék. Vime, Ze HeLa butiky
jsou citlivé na kultivaéni podminky, vcetné pH. Existuje zde moZnost, Ze zménu
morfologie HeLa bunék zpusobuje snizeni pH riznymi kyselinami (kyselina mlécna,
kyselina octova, atd.) produkovanymi bakteriemi mlééneho kvaseni, ale také i jiné jejich
produkty, napf. peroxid vodiku (Moy a kol., 2004). Tato zjisténi davaji prostor pro dalsi

zkoumani, co je pfi¢inou téchto zmén.
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5 Zaveéry

1) Nejvétsi  schopnost adherence na povrch Hela bunék se projevila

2)

3)

4)

5)

6)

u bakterialniho kmene E.faecium CCDM 922 (73,76%), naopak nejmensi
schopnost adherence na HeLa bunky vykazoval kmen L. casei CCDM 650
(45,68%). Kmen L. plantarum CCDM 92 dosahnul adherence 46,30%.

Statisticky vyznamny rozdil ve schopnosti adherovat na povrch HeLa bun¢k byl
pozorovan mezi kmeny L.casei CCDM 650 a E.faecium CCDM 922,
L. plantarum CCDM 92 a E. faecium CCDM 922.

Ve schopnosti adherovat na povrch eukaryotickych bun¢k (HeLa buiiky) nebyl
mezi kmeny L.casei CCDM 650 a L.plantarum CCDM 92 statisticky

vyznamny rozdil.

Mikrokinematografickym zobrazenim vazby mezi prokaryotickou (L. casei
CCDM 650) a eukaryotickou (HeLa buiiky) buitkou byl pozorovan vznik,

trvani a zanik této vazby pocas 24 h. Tato vazba je zfejmée Casové zavisla.
Pomoci skenovaci elektronové mikroskopie byla pozorovana morfologie a
vztah mezi prokaryotickou (Lactobacillus spp. a Enterococcus spp.) a

eukaryotickou (HeLa buiiky) buiikou.

Byl pozorovan morfologicky rozdil mezi HeLa bunkami kultivovanymi

samotnymi a mezi HeLa bunkami kokultivovanymi s bakterialnimi kmeny.
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7 Seznam zkratek a symbolu

16S rDNA
CFU
DNA
FAO

G+
MEM
MRS
PBS

PFGE
RDP
SEM
WHO

16S ribozomalni deoxyribonukleotidova kyselina

,,Colony forming unit“, jednotka tvoiici kolonie

Kyselina deoxyribonukleova

,»Food and Agriculture Orgnization of the United Nations”,
Potravinarska a polnohospodarska organizace

Gram pozitivni bakterie

»Minimum Esential Medium Eagle*

de Man, Rogosa, Sharpe

,Phosphate buffered saline®, fosfatovy pufrovany fyziologicky
roztok

Gelova elektroforéza v pulznim elektrickém poli
,»Ribosomal Database Project

Skenovani elektronova mikroskopie

»World Health Organization®, Svétova zdravotnicka organizace
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