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vysokou inhibi¢ni aktivitu vuéi F culmorum DMF301
i P. expansum DMFO04. Plisei F. culmorum DMF301 je
k ucinku laktobacilt citlivéjsi. Antifungalni aktivita je zpd-
sobena prevazné tvorbou organickych kyselin, ale mirné;si
aktivitu vykazovaly i tepelné oSetfené zneutralizované
bezbunécné supernatanty kmene 361 vuci P. expansum
DMF04 a kmene 583 vuc¢i F culmorum DMF301. Po
ovéreni ristové aktivity testovanych laktobacill v prostredi
kvasu lze tyto kmeny doporucit jako dopliikové kultury
s antifungalni aktivitou. Nové izolované kmeny BMK
z pripravenych jecnych kvast byly pfevazné identifikovany
jako L. curvatus s vyznamnou aktivitou proti P. expansum
DMF04; izolaty €. 1 a 2 urené jako Leuconostoc mesen-
teroides mély vysokou antifungélni aktivitu vici F. culmo-
rum DMF301.

Podékovdni:
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Immunomodulation and prebiotic properties
of Dunaliella salina

Abstrakt

V soucasnosti roste popularita vyuZiti pozitivnich vlast-
nosti jednobunéénych fas pro aplikaci do celé fady
potravinarskych vyrobkd a doplikd stravy pro clovéka
i zvifata. Proto bylo cilem této prace rozsifit znalosti
o prebiotickych a imunomodulacnich vlastnostech jed-
nobunééné ftasy Dunaliella salina vyznacujici se
zvySenym obsahem [-karotenu. Imunomodulaéni efekt
Dunaliella salina byl porovnavan na zakladé produkce
vybranych cytokini lidskymi mononuklearnimi buitkami
po tfidenni stimulaci stanovenych pomoci multiplexové
analyzy. Po stimulaci riznymi suspenzemi Dunaliella sali-
na ve vode (0,5 %, 1,0 %, 3,0 % w/v) doslo k vyraznému
zvySeni hladiny IL-6 a TNF-a. Prebioticky efekt
Dunaliella salina byl hodnocen na zakladé ristu
vybraného souboru probiotickych mikroorganismu z rodi
Bifidobacterium a Lactobacillus. Rist mikroorganismu
byl porovnavan na zakladé pocti stanovenych plotnovou
metodou po 24h kultivaci v médiu s obsahem fasy. Pri
testovani rastu vybraného souboru mikroorganismi nebyl
zjistén negativni vliv jednobunééné fasy Dunaliella salina
na jejich rast.

Klicova slova: cytokiny, dunaliella, tasy, prebiotika,
imunomodulace

Abstract

Nowadays, the popularity of using microalgae in food
products and dietary supplements for human or animals
increases due to their positive properties. The unicellular
algae Dunaliella salina contents higher level of B-carotene
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and others interesting compounds, therefore we decided to
extend knowledges about its the immunomodulatory and
prebiotic effect. The immunomodulatory effects of
Dunaliella salina were compared on the basis of secretion
of cytokines by human peripheral blood mononuclear cells
after the 3-days stimulation in vitro. Luminex multiplex
analysis was used to analyze the production of cytokines.
Our results has shown that levels of IL-6 and TNF-o. were
significantly higher after stimulation with various
Dunaliella salina suspensions in water (0.5 %, 1.0 %,
3.0 % w/v). Prebiotic effect of Dunaliella salina was eva-
luated by growth of selected probiotic strains from genera
Bifidobacterium and Lactobacillus. Bacterial growth in
algae medium was compared on the basis of cell counts to
determine by agar plate technique after 24-hr cultivation.
A statistically significant difference of the effect of
Dunaliella salina on microbial growth has not been con-
firmed.

Keywords: cytokine, dunaliella, algae, prebiotics, immu-
nomodulation

Uvod

dospélych darcti pro jeji moznou aplikaci do funkénich
potravin a dopliki stravy.

Material a metody

Mikroorganismy

Pro stanoveni prebiotického efektu byl vybran soubor
10 probiotickych kmenti z rodG Lactobacillus a Bifido-
bacterium (Tab. 1), které pochazely ze sbirky mlékarskych
mikroorganismi Laktoflora®, ze sbirky Katedry mikro-
biologie, vyZivy a dietetiky Ceské zem&délské univerzity
v Praze a biopsii z traviciho traktu déti. Dale byly pouzity
dva komer¢ni kmeny Bifidobacterium animalis subsp. lac-
tis Bb12 od firmy Chr. Hansen a Lactobacillus casei Lafti
L-26 od firmy DMS Food.

Kultivacni médium

Basalni medium (10 g pepton, 10 g trypton, 5 g kvas-
ni¢ny extrakt, 1 ml Tween 80 / 1 1 vody, pH 7) bylo
pripraveno bez pridavku fas (kontrola), s pfidavkem 0,5 %
a 1,0 % (w/w) Dunalielly saliny (Plankton Australia Pty
Ltd, Australia; Obr. I).

V soucasnosti stale vice nartsta populari-

Tab. | Vybrany soubor probiotickych kmeni a jejich oznaceni

ta jednobunécnych fas, at uZ jsou pouZivany  ETTRTIN T 1T 111 Oznaceni Kultivaéni podminky
Jako dopliiky stravy, pro produkci biopaliv | jactobacilus casei Lafti

(Chen et al. 2011) nebo jsou vyuZivany | Lactobacillus animalis 382 )
jejich produkty, napt. pigmenty (Dufossé | Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 66 MRS agar, 37 °C, 72 fod., anaerobné
et al. 2005). Mezi nejznaméjSi jednobu- | Lactobacillus fermentum RL-25

nécné fasy schvilené evropskou komisi pro | Bifidobacterium animalis subsp. lactis Bb12

pouziti v potravinafstvi (Nafizeni EU | Bifidobacterium bifidum JKM

2016{ 1842), jejichz nejzndméjsim zastup- | Bifidobacterium bifidum Jov MRS ager. 37 °C, 72 hod., anasrobné
cem je Chlorella vulgaris, patii také Duna- | Bifidobacterium bifidum 959

liella salina. Tato mikrofasa je zdstupce | Bifidobacterium breve 562

morskych fas a vyznacuje se nadprodukci SRR LT 819

B-karotenu v podminkach osmotického

stresu vyvolaného nadmérnou salinitou (Dufossé er al.
2005). Jak je ale znamo, jednobunécné tasy obsahuji také
dalsi cenné latky (polysacharidy, proteiny, vitaminy), diky
kterym pak jako celek piisobi pozitivné. Byl prokazan nejen
antioxida¢ni tcinek karotenoidll izolovanych z fas, ale také
napriklad efekt snizovéani hladiny cholesterolu nebo inzulinu
v krvi diky dcinku polysacharidéi pisobicich obdobné jako
vléknina (de Jesus Raposo ef al. 2015).

Rasy pouzivané pro lidskou vyZivu mohou byt produ-
kovany v mnoha podobach od prasku pres tabletky a kap-
sule az po extrakty v podobé tekutin. Mohou také byt
pouzivany jako potravinarské aditivam vzhledem ke své
charakteristické chuti a barvé. Potraviny doplnéné o fasovou
biomasu mohou mit ale i dal§i pozitivni vlivy, mezi které
patii také prebioticky efekt. Vysledky vyzkumi ukazuji
pozitivni efekt mikrofas na prezivani stfevnich bakterii
(Lactobacillus, Bifidobacterium, E. coli) (Pulz et al. 2004).

V predkladané studii jsme se zaméfili na testovani jed-
nobunécné tfasy Dunaliella salina s cilem rozsifit poznatky
o jejim prebiotickém tcinku a imunomodula¢nim efektu na
lidské mononuklearni buiiky izolované z krve zdravych

Obr. I Dunaliella salina
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Tab. Il Porovnani vlivu riznych koncentraci Dunaliella salina
v médiu na rast vybranych bifidobakterii a laktobacili

vyrobku, ale jejich kritickym mistem je zachovani
Zivotaschopnosti probiotik nad standartni limity
v souladu s pravnimi predpisy az do konce doby

Oznaceni 0,5 % 1,0 % BM
pH Pocty pH Pocty pH Pocty

(KTJ/ml) (KTJ/ml) (KTJ/ml)
Lafti 570 | 36x10° | 573 4,05x10° | 5,87 1,9x10°
382 4,94 19x10° | 493 2,40x10° | 4,99 7,2x107
66 5,20 5,3 x10° 5,16 1,60 x 10° 5,50 2,1x10°
RL-25 580 | 25x10° | 577 4,55x10° | 5,69 1,7x10°
Bb12 5,73 2,3x10° | 5,70 2,10x10° | 4,80 2,2x10°
JKM 577 2,0x 10° 5,74 2,25 x10° 5,64 41x10°
Jov 580 | 21x10° | 577 2,15x10° | 5,71 2,9x10°
559 5,78 1,9x10° 5,75 1,90 x 10° 5,82 3,5x10°
562 5,75 33x10° | 577 345x10° | 524 56x10°
318 5,76 2,9x10° 5,76 3,55 x 108 5,22 1,6 x10°

trvanlivosti. PfestoZze mléko je jako médium velmi
vhodné, chybi mu nékteré nutrienty pro probiotika.
Z tohoto diivodu se mnoho vyzkumu soustfeduje na
fortifikaci zakladnich medii prebiotiky, které maji
pozitivni vliv na rast probiotik (Beheshtipour et al.
2013). Beheshtipour et al. (2012) ve své studii
prokazali, ze pridani tfas Chlorella vulgaris nebo
Arthrospira platensis (Spirulina) stimuluje rast
a udrzuje Zivotaschopnost bakterii L. acidophilus
a Bifidobacterium lactis jak na konci fermentace, tak
i pfi skladovani v chladu po dobu 28 dnti. Proto byl

BM - bazaini médium; 0,5 %, 1,0% - (w/v) Dunaliella salina

Kultivace

Po 18 hodinové kultivaci byly vybrané kmeny
odstfedény (5 min, 6500 rpm), odstfedéné buriky resus-
pendovany ve fyziologickém roztoku a poté bylo 100 ul
oc¢kovano do 5 ml média. Koncentrace bunék v inokulu
byla 10* ~ 10° KTJ/ml. Po 24 hodindch kultivace bylo
méfeno pH a stanoveny pocty mikroorganismii pomoci
plotnové metody dle kultivacnich podminek uvedenych
v tabulce I.

Izolace mononukledrnich bunék

Mononukledrni buiiky pouZité v této praci byly ziskany
centrifugaci krve od osmi zdravych pacientli ve véku 25-35
let (Krevni transfuzni stanice, VSeobecna Fakultni
Nemocnice, Praha) na Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich,
Svycarsko) gradientovou centrifugaci dle postupu uve-
deného v praci Hyrslova et al. (2016). Finalni koncentrace
mononuklearnich bunék byla 10”/ml.

Stimulace a stanoveni cytokini

Izolované mononuklearni buiiky byly stimulovény po
dobu tech dnti 0,5 %, 1,0 % a 3,0 % suspenzi Dunaliella
salina (w/v). Déle byly buiiky stimuloviany samotnym
médiem (X-vivo) jako negativni kontrola a jako pozitivni
kontrola slouzila stimulace Pokewed mitogenem (Sigma-
Aldrich, Svycarsko). Po stimulaci byly supernatanty ode-
brany a zamrazeny pfi -20 °C do stanoveni cytokinti multi-
plexovou metodou. Pro stanoveni vybranych cytokint (IL-
4, IL-10, IL-6, TNF-a. a INF-y) byl pouzit kit Fluorokine
MAP Human Base Kit A (R&D Systems, USA) a analyza
probihala pomoci piistroje LUMINEX® 200 TM analyzer
(LuminexCorporation, USA).

Vysledky a diskuze

Vzhledem k ptfedpokladanym prebiotickym vlastnostem
jednobunéénych fas je praktické pridavat je do fermen-
tovych vyrobkd pro zlepSeni funk¢nosti téchto produktd
a také na podporu Zivotaschopnosti probiotickych bakterii
jak ve vyrobcich, tak v zazivacim traktu. Probioticka fer-
mentovand mléka jsou jedny z nejvice konzumovanych

sledovan 1 mozny prebioticky efekt Cervené ftasy

Dunaliella salina. K testovani bylo vybrano basélni
médium doplnéné o 0,5 % (w/v) a 1,0 % (w/v) tfasy
Dunaliella salina. Zvolené koncentrace byly vybrany na
zakladé jiz publikovanych védeckych praci Pulz er al
(2004), Beheshtipour et al. (2013) a Kavimandan (2015).
Pfi porovnani rdstu vybranych kment laktobacilti a bifi-
dobakterii nebyl zaznamenan inhibi¢ni efekt zvolenych
koncentraci Dunaliella salina (Tab. II). U vSech kment
doslo béhem kultivace k nartstu o 3 az 4 logaritmické rady.
V porovnani s basalnim médiem nebyl pozorovan Zadny
inhibiéni efekt, naopak u nékolika kmend bylo patrné
mirné zvySeni narastu probiotickych mikroorganismil.

V dalsi ¢asti byly sledovany imunomodulacni vlastnosti
Dunaliella salina na lidskych mononukledrnich bunkach
izolovanych z krve zdravych dospélych darcii. Imuno-
modulacni efekt byl posuzovan na zakladé produkce péti
cytokini - TNF-q, IL-10, IL-6, IL-4 a INF-y, které jsou
nejcastéji sledovany ve védeckych pracich zkoumajici
imunomodulaéni vlastnosti jednobunécnych fas. Ewart et al.
(2007) ve své praci studovali imunomodulacni G¢inky vod-
ného extraktu Chlorella pyrenoidosa, kdy byly lidské
mononuklearni buriky z periferni krve zdravych darct
(hPBMC) stimulovany 1, 10 a 100 mg/ml vodného extraktu
po dobu 24 hodin. Stimulace v jejich pfipadé vedla k vyz-
namnému zvySeni regulacniho cytokinu IL-10 a vyrazné
stimulaci Th-1 cytokind IFN-y a TNF-o. Stimulace Th-2
cytokind byla naopak nizka. Vyrazna stimulace Th-1 cytoki-
nu TNF-o zavisla na pouzité koncentraci Dunaliella salina
byla zjisténa i v predloZené praci (Tab. III), ale zarovei doslo

Tab. Il Porovnédni koncentrace vybranych cytokind
po stimulaci lidskych mononuklearnich bunék

suspenzi Dunalielly
Cytokiny  Dunaliella Dunaliella  Dunaliella NK
(pg/ml) 0,5 % 1,0 % 3,0%

TNF-o 54,0 26,0 11,3 412
IL-10 47 B15) 3,6 1,97
IL-6 452,0 220,6 76,2 7,53
IL-4 6,7 5,7 79 5,09
INF-y 1,7 1,8 3,5 1,44

INF - interferon; IL - interleukin; TNF - tumor necrosis factor;
NK - negativni kontrola
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k vyrazné stimulaci Th-2 cytokinu IL-6 v porovnani s kon-
trolou, protoZe pro zachovani zdravi je nezbytna rovnovaha
mezi Th-1/Th-2 cytokiny. Pfi poruSeni této rovnovahy
dochézi k rozvoji celé fady onemocnéni. Stimulacni efekty
riznych koncentraci Dunaliella salina na ostatni sledované
cytokiny (IL-10, IL-4, INF-y) byly nizké v porovnani s kon-
trolou a nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
jednotlivymi skupinami. V dalsi studii An ez al. (2008) testo-
vali také imunomodulacni vlastnosti Chlorella vulgaris
tentokrat na zvifecim modelu mysi. Zjisténé vysledky opét
prokazaly zvySeni IFN-y a IL-2 po aplikaci Chlorelly
(1 mg/ml) v porovnani s kontrolou a minimalni efekt na
IL-4. Imunomodulacni efekt vodnych extrakti jedno-
bunécnych tas je pripisovan pritomnosti polysacharidii se
specifickou strukturou Suarez et al. (2010). V praci
Caroprese et al. (2012) testovali imunomodulacni a proti-
zanétlivé vlastnosti smési fytosterolil (ergosterol a 7-dehy-
droporiferasterol) izolovanych z fasy Dunaliella tertiolecta
na mononukledrnich bunkéch izolovanych z krve ovci.
Vysledky ukédzaly mozné pouziti smési fytosterolt, jako
krmnych doplikal pfi zanétlivych onemocnénich ovci
vzhledem ke zjisténé redukci pro-zanétlivych cytokint
a stimulaci regulacniho cytokinu IL-10.

Zjisténé vysledky ukdzaly pozitivni vliv Dunaliella sali-
na na rast vybraného souboru mikroorganismu i pozitivni
imunomodulacni vlastnosti, pfesto bude dale vhodné
otestovat i vliv extraktd fasy a jeji dezintegrované formy,
jelikoz byl k testovani vyuZit komercné dostupny produkt
v podobé rasového prasku, ktery obsahuje lyofilizované
celé buiiky. V predloZené studii byla pouZita pro testovani
imunomodulaéniho efektu krev zdravych dérct, v bu-
doucnu je pro blizsi posouzeni pldnovano pouZziti také
mononuklearnich bunék od lidi s autoimunitnimi onemoc-
nénimi, ateroskler6zou apod.

Podeékovdni:
Tato prace vznikla v ramci institucionalni podpory VUM
s.r.0., rozhodnuti ¢. RO 1416.
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Natural Bacteriophage Defence Systems
of Lactic Acid Bacteria

Abstrakt

Zakysové kultury bakterii mlééného kvaSeni dodavaji
fermentovanym mléénym vyrobkim poZadované texturni
a organoleptické vlastnosti a rovnéz prispivaji k zajisténi
jejich mikrobiologické bezpecnosti a trvanlivosti, avSak
mohou byt nachylné k napadeni bakteriofagy. Bakteriofagy
infikujici zakysové kultury zpomaluji fermentaci, negativ-
né ovliviiuji kvalitu a bezpecnost fermentovanych produk-
ti a mohou zpusobit az Uplné zastaveni fermentace, coZ
vede k vyznamnym hospodarskym ztratdm. Studiu téchto
bakteriofagl se proto vénuje mimoiradna pozornost a pos-
tupné se odhaluji genetické procesy Zivotnich cykli bakte-
riofagl a také strategie, které ohroZené buiky pouZivaji
k obrané vici bakteriofagiim. Tyto strategie 1ze rozdélit do
péti skupin. 1. Inhibice adsorpce bakteriofdga na bunécnou
sténu bakterie, 2. Zablokovani proniknuti bakteriofagové DNA
do bakteridlni buriky, 3. Restrikéné-modifikacni obranny sys-
tém, 4. Systém abortivni infekce a 5. CRISPR/Cas systém.
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