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Abstrakt

Bakterie mléc¢ného kvaSeni (LAB) jsou vyznamnou
skupinou mikroorganismii s potencidlem ovliviiovat lidské
zdravi. Cilem tohoto vyzkumu bylo zobjektivizovat
pusobeni bakteridlnich kmend Enterococcus faecium,
Lactobacillus acidophilus, Streptococcus thermophilus
a Bifidobacterium lactis monitorovanim jejich schopnosti
imunomodulace na zdkladé stanoveni tvorby cytokini
metodou multiplexové analyzy RayBio Human Inflam-
matory Array.

Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are a significant group of
microorganisms with potential to effect human health. Aim
of this research was to objectify the activity of Ente-
rococcus faecium, Lactobacillus acidophilus, Strepto-

coccus thermophilus and Bifidobacterium lactis bacterial
strains by monitoring their ability to modulate immunity on
the principle of determination cytokines production using
method multiplex analysis RayBio Human Inflammatory
Array.

1. Uvod

Pouzivani bakterii podporujicich zdravi pro terapeutické
ucely ma v mediciné dlouhou tradici. V poslednich letech
znacné vzrostl pocet klinickych studii, ve kterych se
védecky zkoumd prevence, zmirnéni nebo 1é¢ba onemoc-
néni a to nejen proto, aby se nalezl diikkaz pro zdravotni
tvrzeni pro urCitou skupinu "zdravych spotiebitelil”, ale
také proto, aby se testovalo pouZiti pro- a prebiotik
v mediciné (v prevenci a 1écbé). Vysledkem je, Ze pocet
studii, které spliiuji tyto pozadavky, se v poslednich letech
znacné zvysil, a tak fadu zdravotnich tvrzeni ve spojeni
s pro- a prebiotiky lze charakterizovat jako tvrzeni zaloZena
na dukazu.

Jednou z prvnich praci s pouzitim probiotického kmene
E. coli pred vice nez 20ti lety, jejiz vysledky byly pub-
likovany, jsou price MUDr. Lodinové - Zadnikové, R.
(2002), ktera zjistila dlouhodoby efekt peroralniho osidleni
na signifikantni sniZeni vyskytu alergii. DalSi studie
potvrdila prioritni volbu Zivych probiotickych bakterii pfi
dopliikové 1écbé akutniho prijmového onemocnéni déti -
P. Tlaskal et al. (2003). Randomizovand a casteCné
zaslependa studie byla provedena na ambulantnich praco-
vistich détskych 1ékatth v Praze u 113 déti s nekompliko-
vanym akutnim prijmovym onemocnénim. Zdikladni
lécbou onemocnéni byl dietni rezZim a déti doplikove
dostavaly placebo nebo probiotikum (Lbc. Acidophilus
a Lbc. Rhamnosus) nebo metabolity stfevnich bakterii
(E. coli, Str. faecalis, Lbc. Acidophilus, Lbc. Helveticus).
V 62,8 % byla elektronovym mikroskopem prokazana
virové etiologie onemocnéni, 5,3 % infekci bylo bakterial-
nich, 15 % smiSenych. V 16.8 % nebyla etiologie prijmu
urcena. 48,7 % vsech prijmi vyvolaly rotaviry, které se po
pripadu. Pfi vyznamné dpravé virologickych nalezii se ne-
uplatiioval faktor 1écby. Klinicky byla prokazana pti podani
probiotika vyznamné krat$i doba upravy konsistence sto-
lice (placebo 5,45 + 2,33 dne, probiotikum 4,00 + 2,02 dne,
metabolity 6,14 + 3,2 dne), ale nebyla prokdzdna zména ve
frekvenci stolice. Ustup meteorismu byl druhy den vy-
znamny (p<0,03) u déti 1éCenych probiotikem. Statisticky
nebyl prokdzan vyznamnégj$i rozdil hodnot IgA stolice
a IgA slin v zavislosti na zplsobu pouZité 1éCby.

Cela tada dalSich praci popisuje pfiznivy vliv probiotik
na stfevni mikrofléru. Jejim prostfednictvim ovliviiuji nas
zdravotni stav vcetné ovlivnéni imunitniho systému.
Imunitni systém se podili na zajiStovani tii zdkladnich pro-
cestl v organismu: obranyschopnost - ochrana proti infekei,
homeostdze- udrzeni identity organismu a imunitnim
dohledem- je tzce propojen s nervovym a endokrinnim
systémem a zajiStuje slozité regulacni reakce organismu.
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Poruchy imunitniho systému mohou vést ke klinicky ma-
nifestnim onemocnénim - alergie, autoimunity, zanétliva
onemocnéni.

Podle toho, zda se v ejektorové ¢asti imunitni reakce vice
uplatni humoralni faktory nebo buiiky, rozdéluje se imunita
na humoralni (B - lymfocyty) nebo buné¢nou (T- lymfocy-
ty). Humoralni imunita je zajiStovana sloZkami séra - pro-
tilatkami a systémem bilkovin - komplementem.

V bunééné imunité hraji vyznamnou tulohu cytokiny.
V devadesatych letech bylo prokazano, Ze funkéni sub-
populace T lymfocyti, které nemohou byt odliSeny feno-
typové podle jejich povrchovych molekul, mohou byt
definovany podle tvorby cytokind. Na zdkladé cytoki-
nového profilu rozliSujeme TH1 klony, které tvofi
prevazné IL-2 a IFN-y a jsou odpovédné za reakce od-
dalené precitlivélosti a TH2 klony, pro néZ je charakteri-
sticka tvorba IL-4 a které reguluji funkci B lymfocyth
(Mossman a Coffman, 1989).

Nové terapeutické postupy pfi 1é¢bé nékterych onemoc-
néni by mély byt zaloZeny na podavani probiotickych bak-
terii s lé¢ebnym efektem specifickym pro jednotliva
onemocnéni. K tomu sméfuji i experimentalni pokusy.
Antialergicky efekt prokazaly horkem zabité bakterie
Lactobacillus pentosus strain S-PT84 modulaci TH1/TH2
odpovédi zvySenou tvorbou regula¢niho cytokinu IL-10.
Antialergicky efekt laktobacilii v ovlivnéni TH1/TH2 tvor-
by cytokinll je ovliviiovan plsobenim jejich kmenii a ne
druht (Fujiwara D. et al., 2004). Dalsi experimentalni prace
prokazuji, Ze ordlné aplikovany kmen Lactobacillus aci-
dophilus 1.-92 reguluje tvorbu jak THI, tak TH2 cytokin@i
a tvorbu TGF-beta, ktery je asociovan s aktivaci regula¢nich
T lymfocytd - Treg (Torii et al., 2007). Tyto experimentalni
udaje naznacuji, Ze lactobacily maji imunomodulacéni efekt
na aktivaci Treg lymfocytt aktivaci TGF beta.

Studie Gueimonde et al. (2006) se zabyvala charakteriza-
ci uc¢inku konzumace Lactobacillus rhamnosus GG matkou
na pfenos a kolonizaci bifidobakteriemi u novorozencd.
Specifické zmény v pfenosu a pocitecni kolonizaci bifi-
dobakterii u déti byly ovlivnéni pfiznivé pritomnosti
Lactobacillus rhamnosus u matky.

Novy terapeuticky pfistup v 1écbé IBD (zanétlivé
onemocnéni stfev) je zaloZzen na podavani probiotickych
bakterii. Periferni mononuklearni butiky zdravych jedinct
byly inkubovany izolovanou DNA z 8 probiotickych
kmenti a s bakteridlni DNA izolovanou ze stolice
(Lammers KM et al., 2003). Vysledky prokazaly, Ze DNA
izolovana z bifidobakterii indukovala tvorbu IL-10
mononukledrnimi buiikami izolovanymi z periferni krve
zdravych déarcti a sniZovala tvorbu IL-lbeta. Imuno-
stimulacni aktivita Bifidobacterium bifidum je dana jeho
bunécnymi slozkami a ne aktivni sekreci bakteridlnich
slozek Park et al. (2002).

KokeSova a spol. (v tisku) sledovala in vitro aktivaci
mononukledrnich bunék izolovanych z periferni krve
nepatogennimi probiotickymi bakteriemi E.coli Nissle,
E coli O83 a Lactobacillus casei a zjistila aktivaci tvorby
celé fady cytokini.

2. Experimentalni cast

2.1. Cil studie

Cilem na$i studie bylo v podobném systému sledovat
tvorbu cytokind po aktivaci in vitro mononuklearnich bu-
n€k periferni krve probiotickymi bakteriemi Lactobacillus
casei, Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium lactis
a Enterococcus faecium.

2.2. Materidl a metodika

Bakterialni kmeny a jejich pfiprava:

Lactobacillus casei - testovaci kmen - pouZit jako standard

Lactobacillus acidophilus CCDM 92

Bifidobacterium lactis CCDM 94

Enterococcus faecium CCDM 922

Bakterialni kmeny byly stacionarné kultivovany v mléce
pri teploté 37 °C po dobu 16 hodin, prfeockovany do MRS
bujonu a kultivovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin.
Kmen Lbc. Casei byl kultivovan pouze v MRS médiu.
Nakultivované kmeny byly odstfedovany (3000 ot./min.)
po dobu 15 minut a nasledné promyty fyziologickym roz-
tokem. Tento postup byl 3x opakovan. Nésledné do
promytych bakterii bylo pfidino médium X-Vivo
(Cambrex) v mnoZstvi 3 ml. Poté byly stanoveny pocty
KTJ kultiva¢ni metodou na MRS agaru (kultivace pti 37 °C
po dobu 72 hodin).

2.3. Separace mononukledrnich bunék z buffy coat
zdravych ddrcu krve pomoci Ficoll - Paque
gradientu

Mononuklearni buiiky byly izolovany z buffy coat
metodou izolace na gradientu roztoku Histopaque popsané
Boyumem (1968). Prace probihala za sterilnich podminek
ve sterilnim boxu.

Buffy coat, ziskany od zdravych darci krve z Ustavu
hematologie a krevni transfuze po separaci krevnich des-
ticek, byl nafedén 1:1 tkadovym médiem X-Vivo
(Cambrex) a navrstven na roztok Histopague (Sigma
¢=1,077)

Nasledovala centrifugace 30 min. pfi 600g. Pfi centrifu-
gaci dochézi k rozvrstveni krve na zakladé hustotniho gra-
dientu viz obrazek 1.

A) Vrstva A obsahuje zbytky média, které odsajeme

a dale s ni nepracujeme.

B) Vrstvu B tvofi mlé¢né bily prstenec mononuklearnich
bunék, tuto vrstvu peclivé odsajeme a pfeneseme do
sterilnich umélohmotnych zkumavek o objemu 50 ml.

C) Vrstvu C tvoti Ficoll-Paque.

D) Vrstva D obsahuje sedimentované polymorfonuk-
learni buiiky a erytrocyty.

Zpracovani bunék po separaci:

K mononukledrnim bunikdm (v 50 ml umélohmotnych zku-
mavkéch) jsme pridali X- Vivo médium a nasledné centrifu-
govali 10 min pii 400g. Supernatant jsme slili, peletu
s buitkami na dné zkumavky jsme rozklepali, doplnili X- Vivo
médiem do 50 ml a opét centrifugovali 10 min. pti 200g.
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Obr. 1 Izolace mononuklearnich bunék pomoci
gradientové centrifugace

Na pocitani bun¢k jsme odpipetovali 50ul ze suspenze
bunék a prevedli do mikrozkumavky (eppendorfky)
s 950 ul Tiirkova roztoku a fadné promichali.

Koncentraci lymfocytd jsme stanovili spocitinim
v Biirkerové komurce. Pocitali jsme v 50 ¢tvercich pomoci
pravidla L. Buinky jsme nafedili na koncentraci
107 bunék/ml kultiva¢nim X - Vivo médiem.

Mononukledrni buiiky separované z buffy coat
(107 bun&k/ml) byly stimulovdny s mitogeny a bakteriemi
pti 37 °C a 5% CO, v atmosfétre po 3 a 5 dnt.

Po kultivaci byly supernatanty odebrany a zamrazeny.

2.4. Stanoveni tvorby cytokinii metodou multiplexové
analyzy RayBio Human Inflammatory array

- Nitrocelulozovd membrina s navazanymi protilatkami
proti 40ti cytokind byla blokovana po dobu 30ti minut
1% roztokem BSA

- Blokujici roztok odstranén a na membranu aplikovan
1 ml vzorka

- Inkubace 1 hodinu pfi pokojové teploté

- Promyti standardnimi roztoky I (3x 5 min.) a IT (2x5 min)

- Aplikace 1 ml biotinem konjugovanych protilatek na
kazdou membrinu

Tab. 1 Schéma pokusu

L

Obr. 2 Vysledné stanoveni cytokind u 1. vzorku
na membrané

- Inkubace 1 hodinu pfi pokojové teploté

- Promyti standardnimi roztoky I (3x 5 min.) a IT (2x 5 min)

- Aplikace 2 ml 1000x fedéného HRP konjugovaného
straptavidinu

- Inkubace pres noc

- Promyti a vyvolani reakce

- Reakce byla vyvoléana pridanim 250 ml detekcnich roztoku
D a C na kazdou membrinu a po 2 minutach plsobeni
méfena na detektoru luminiscence Fudjifilm LAS-1000.

- Ziskana data jsou zpracovana obrazovou analyzou.

2.5. Hodnoceni vysledkii
Zjisténé vysledky po stimulaci:
Lactobacillus casei

3. den IL-1beta velmi slaba reakce

IL-8 velmi slaba reakce
5. den IL-1beta slaba tvorba

IL-2 slaba reakce

IL-8 slaba reakce

Stimulace Kultivaéni X-Vivo

Buiiky (107 JTK/ml)

Lactobacillus casei 200 pl
Lactobacillus acidophilus 200 pl
Bifidobacterium lactis 200 ul
Enterococcus fagcium 200 pl
Nestimulované buriky 100 ul

200 ! (konc.10° JTK/mI) 1600 ul
200l (konc.10° JTK/mI) 1600 ul
200ul (konc.10° JTK/ml) 1600 ul
200 ! (konc.10° JTK/mI) 1600 ul

Pouze medium 1800 ul

Tab. 2 Membrdna s navdzanymi protildtkami proti cytokindm: Ray Bio® Human Inflammation Antibody Array 3 Map

A B (H D E F

POS POS NEG NEG EOTAXIN | ECOTAXIN-2

POS POS NEG NEG EOTAXIN | ECOTAXIN-2

IL-1B IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-6sR

IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-6 IL-6sR

IL-13 IL-15 IL-16 IL-17 IP-10 MCP-1

IL-13 IL-15 IL-16 IL-17 [P-10 MCP-1
RANTES TOF-B1 TNF-o. TNF-B s TNF R1 STNF Rl
RANTES TOF-B1 TNF-o TNF-B s TNF R1 STNF Rl

G H 1 J K L
GCSF GM-CSF ICAM-1 IFN- 1-309 IL-1u
GCSF GM-CSF ICAM-1 IFN- 1-309 IL-1u

IL-7 IL-8 IL-10 IL-11 IL-12 p40 | IL-12 p70
IL-7 IL-8 IL-10 IL-11 I-12 p40 | IL-12 p70
MCP-2 M-CSF MIG MIP-1 MIP-1 MIP-15
MCP-2 M-CSF MIG MIP-1 MIP-1 MIP-15
PDGF-BB TIMP-2 BLANK BLANK NEG POS
PDGF-BB TIMP-2 BLANK BLANK NEG POS
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Lactobacillus acidophilus
3. den
5. den IL-8
Bifidobacterium lactis
3. den Rantes

bez reakce
silné reakce

slaba reakce

MIP-1alfa slaba reakce
1L-8 silné reakce
5. den bez reakce
Enterococcus faecium
3. den IL-8 slaba reakce
Nestimulované buiiky
3. den IL-8 Slaba reakce

Pro pokusy byly cilené pfipraveny koncentrované
suspenze bakteridlnich bunék vybranych kmenl se
zamérem vyrazné podpofit aktivaci cytokind. Vysoké
podty bakterii (10° v 1 ml) vykazaly nespecifickou reakci
testovaciho kmene oproti vysledkim vyzkumu KokeSova
et al. (tisku), kde pro blokovy pokus byl navrZzen model
s niZ§i denzitou testovaciho kmene (107). Denzita 107 po-
zitivné aktivovala Siroké spektrum cytokinti. Aktivace
cytokinii vysokou denzitou bakteridlnich bun¢k oproti
pfedpokladu vykéazala slabsi reakci. Kmen Lactobacillus
acidophilus po patem dni a Bifidobacterium lactis po
tfetim dni vykazaly silnou aktivaci IL-8. Interleukin 8 je
spojovan v klinické praxi spojovan s mediaci zanétlivych
procesu.

3. Zaveér

Nase vysledky neodpovidaji vysledktim, které ziskala ve
stejném systému Dr. KokeSova (v tisku), kdyZz pouzila
kmen Lactobacillus casei, ktery jsme pouZili jako standard.
Vysledky byly zfejmé ovlivnény nami pouZitou vyssi kon-
centraci bakterii. Pfi pouZiti vySs$i koncentrace bakterii
dochazi k aktivaci prozanétovych cytokinl, proto je
dalezité hledat experimentalné takové koncentrace, které
budou cilené ovliviiovat tvorbu klond T lymfocytu.
Vzhledem k tomu, Ze probiotika jsou v soucasné dobé
neustilou soucasti propagace, se zdlraziiovanim jejich
pozitivniho efektu na zaZivani, domnivime se, Ze je
dalezité sledovat jejich imunomodula¢ni G¢inky, které jsou
dle naSich zjiSténi zavislé na pouziti jednotlivych kmend.
Povazujeme za diilezité cilené sledovat tvorbu cytokind po
aktivaci probiotiky a hledat moZnosti jejich jeSté lepsiho
terapeutického efektu. Cilem dalsi prace by mélo byt
nalezeni vhodné koncentrace bakterii pro stimulaci
mononukledrnich bunék, abychom mohli ziskat standardni
vysledky tvorby cytokinl a tim i zjis$téni, které klony TH
lymfocytl jsou aktivovany.

Tato prace vznikla za podpory MSMT pii feSeni
vyzkumného zdméru MSM 2672286101.
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Bacteriocin production and inhibitory effects
of chosen Streptococcus thermophilus strains

Abstrakt

Tato prace se zabyvala produkci bakteriocinil vybranymi
kmeny Streptococcus thermophilus a inhibi¢nimi Gc¢inky
téchto streptokok vici Bacillus subtilis a Listeria innocua.
Bylo vyuZito celkem 11 kment Str. thermophilus a jeden
kmen B. subtilis ziskané ze Sbirky mlékarenskych mikroor-
ganizmti (CCDM) a po jednom kmeni Stz thermophilus,
Lb. sakei a L. innocua ziskané z Ceské sbirky mikroorga-
nizmt (CCM). Vsechny pouzité kmeny streptokokt byly
testovany na produkci bakteriocinu thermophilinu metodou
PCR. Gen pro tvorbu thermophilinu (Streptococcus ther-
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