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Probiotic Lactobacillus casei and paracasei strains in the treatment of atopic dermatitis in children

Bozena Cukrowska1, Aldona Ceregra2, Ilona Rosiak1, Elzbieta Klewicka3, Ilona Motyl3, Zdzislawa Libudzisz3, Hana Kozakova4   

1Department of Pathology, 2Department of Paediatrics, The Children’s Memorial Health Institute, Warsaw,  3Department of Biotechnology and Food Sciences, technical University of Lodz, Poland, 4 Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Nový Hrádek

Probiotic bacteria have been shown to improve the severity of allergic disease such as atopic dermatitis (AD). The aim of this study was to analyze the effects of novel Lactobacillus casei and paracasei strains on clinical symptoms of AD and immune responses in children. The study included 60 children in mean age 10 months with recognized AD caused by cow’s milk (CM) allergy. Patients were randomized in a double-blind design to receive either placebo or the mixture of Lactobacillus casei LOCK 0900, L. casei LOCK 0908 and L. paracasei LOCK 0919 for 3 months in daily dose 5x109. Clinical symptoms were evaluated using SCORAD index. In blood samples taken before therapy, at the end of bacteria in-take and 5 months total IgE level and cytokine responses were determined.  Although in mean SCORAD index decreased in both groups of children, only in children receving probiotics a statistically significant decrease of SCORAD after 3 months of bacteria in-take was observed. When children were divided into IgE-depend and IgE-independent allergy, the significant improvement of AD severity was achieved only in IgE-dependent group.  In Lactobacillus group total IgE-level decreased during 8-months observation in contrast to placebo group, in which IgE increased reaching a significantly higher level in comparison to Lactobacillus group. Cytokine profile analyses in sera showed activation of proinflammatory IL-12 and IL-18 after 8-month lasting observation in group receiving probiotics. Increased amounts of IL-18, IFN-gamma and TNF-alpha were found in culture supernatants obtained from cells of Lactobacillus group after 8 months of study. In contrast to proinflammatory cytokines, IL-5 measured in culture supernatants systematically decreased after finishing bacteria in-take and then 5 months later and its level in comparison to placebo children was significantly lower at the end of the study. We did not observed any differences in the level of regulatory TGF-beta1.  We conclude that the improvement of clinical syndromes after Lactobacillus bacteria in-take is dependent on modulation of cytokine balance, and in this process IL-18 seems to play the most important role.

The study was supported by grants: 2P056 067 26 of the Polish State Committee for Research, 303/05/2249 of Czech Science Foundation and S97/2005 of The Children’s Memorial Health Institute. 
Efekty probiotického kmene E. coli Nissle 1917 u střevních zánětů indukovaných v gnotobiotických modelech

Tomáš Hudcovic, Renata Štěpánková, Tomáš Hrnčíř, Hana Kozáková, Martin Schwarzer, Helena Tlaskalová-Hogenová

Mikrobiologický ústav AV ČR,  Nový Hrádek

Ulcerózní kolitida vyvolaná podáváním dextransulfátu sodného (DSS) experimentálním zvířatům je velmi podobná ulcerózní kolitidě, která se vyskytuje u lidí.


Cílem naší práce bylo zhodnotit účinek střevní mikroflóry a osazení E. coli na vývoj zánětlivého onemocnění tlustého střeva u myší.


SCID a BALB/c myši byly chovány v konvenčních a bezmikrobních podmínkách  nebo byly monoasociovány bakteriemi (E. coli Nissle 1917 a E. coli O6K13). Experimentální akutní kolitida byla navozena podáváním 2,5 % DSS v pitné vodě myším po dobu sedmi dnů, chronická kolitida byla vyvolána podáváním 7DSS-7voda-7DSS.

Týden před začátkem podávání  DSS dostávala experimentální skupina myší chovaná v konvenčních podmínkách denně dávku bakterií Escherichia coli Nissle 1917, které byly podávány buď intragastricky a nebo intrarektálně. Bakterie byly dále podávány po celý týden, kdy byl aplikován rovněž DSS. 

Byly hodnoceny klinické příznaky: krvácení z rekta, prolapsy a snížení hmotnosti.  Po ukončení experimentu byla hodnocena délka tlustého střeva a provedeno histologické zhodnocení tlustého střeva. Slezinné lymfocyty, kousky tenkého a  tlustého střeva (jejunum, ileum, vzestupný a sestupný tračník), byly kultivovány 48 hodin za účelem stanovení produkce prozánětlivých cytokinů.

Akutní kolitida:  

Při monoasociaci E. coli O6K13 vznikly u obou myších kmenů zánětlivé změny na sliznici tlustého střeva, které byly doprovázeny deplecí kolonocytů a pohárkových buněk. Pokud však byly myši kolonizovány E. coli Nissle 1917, ke střevnímu zánětu následkem podávání DSS, nedošlo. 

Pokud byly myši monokolonizovány bakterií E. coli O6K13 a následně ještě osazeny  bakteriemi E. coli Nissle 1917, tak k indukci zánětlivých změn nedošlo. Také při monoasociaci myší E. coli Nissle 1917 a následné kolonizaci bakterií  E. coli O6K13  ulcerózní kolitida nevznikla. 

U konvenčních myší jsme zjistili, že intragastrické podávání E. coli Nissle 1917  mělo pouze nepatrný vliv na průběh zánětu. Na druhé straně po intrarektálním podávání zůstávala sliznice tlustého střeva bez zánětu změn a hladiny prozánětlivých cytokinů TNFα a IL-6 v sestupném tračníku byly výrazně sníženy. 

Chronická kolitida:  

U obou myších kmenů monoasociovaných  E. coli Nissle 1917 se vyskytly menší  zánětlivé změny v colon-sigmoideu v porovnání se zánětlivými změnami pozorovanými u myší monoasociovaných E. coli O6K13. 

Zjistili jsme, že intrarektální aplikace bakterie E. coli Nissle 1917 má protektivní účinek a vede k výraznému snížení  zánětu sestupného tračníku u  myší, u nichž byl střevní zánět vyvolán jednotýdenním podáváním dextransulfátu sodného. 

Podpořeno 303/04/0849 GA ČR. 

Probiotika – možná alternativa Udržovací léčby idiopatických střevních zánětů 

Kohout P., *Zbořil V., Beneš Z.

II.interní klinika Fakultní Thomayerovy nemocnice Praha,  *III.interní klinika FN Brno-Bohunice
Úvod: Etiologie idiopatických střevních zánětů je neznámá, možnými příčinami mohou být změny ve složení střevní mikroflóry nebo změněná reakce organismu na mikrobiální flóru přítomnou ve střevním lumen. Zatímco v léčbě relapsu onemocnění se léčba probiotiky neuplatnila, v udržovací léčbě má léčba probiotiky minimálně stejný efekt jako léčba preparáty 5-ASA.
Metodika: Pacientům s idiopatickými střevními záněty jsme ke stávající udržovací terapii přidali směsné probiotikum a porovnali dobu remise s kontrolní skupinou, která probiotikum nedostala.

Preparát obsahuje lyofilizované formy 6 probiotických mikroorganismů - laktobacilů a bifidobakterií. V 1 g preparátu je minimálně 108 mikroorganismů, tobolka obsahuje 250 mg.

     Sledovaná skupina: 22 pacientů s Crohnovou chorobou, 8 mužů a 

14 žen, průměrného věku 33,8 roku (22-57 let). U 11 z nich byla remise navozena chirurgicky a u 11 medikamentózně, kontrolní skupinu tvořilo  22 pacientů, 8 mužů, 14 žen, průměrného věku 28,4 roku (17-54).

Do studie bylo zahrnuto i 6 pacienti s ulcerózní kolitidou,  5 mužů a 1 ženu, průměrného věku 32,7 roku (22 – 51 let), kontrolní skupina měla 8 pacientů průměrného věku 32,4 roku (21-63 let), 6 mužů a 2 ženy. 

Výsledky: U pacientů s Crohnovou chorobou byla v kontrolní skupině průměrná doba udržení remise 7 měsíce, u pacientů, kterým bylo nasazeno probiotikum, 14 měsíců. U pacientů s ulcerózní kolitidou v průběhu 24 měsíčního sledování došlo k relapsu pouze u 1 pacienta ve skupině s probiotiky (po 18 měsících), u pacientů bez probiotik byla průměrná doba udržení remise 19 měsíců.

Závěr : Údaje z literatury i výsledky naší studie dokumentují, že léčba probiotiky by mohla být další možností v arzenálu udržovací léčby pacientů s idiopatickými střevními záněty.

Imunomodulační účinky probiotik: aktivace lidských mononukleárních buněk nepatogenními probiotickými baktériemi E.coli Nissle, E.coli O83 a Lactobacillus casei. 
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Střevní mikroflóra hraje nezastupitelnou úlohu při vývoji morfologie, funkce i slizniční imunity gastrointestinálního traktu. V rámci slizničního imunitního systému dochází k interakci mezi komensálními baktériemi a cirkulujícími leukocyty. Studie, které sledují vliv baktérií na sekreci cytokinů ukazují, že některé z imunomodulačních účinků probiotik souvisí s jejich schopností diferencovat populaci prekurzorů CD4+T-pomocných leukocytů (Th) směrem k Th1 či Th2 liniím, což může být důležité při rozvoji některých onemocnění. IL 4 je nezbytný pro vývoj Th2 fenotypu, což vede ke zvýšené produkci IgE, eosinofilii a rozvoji atopických onemocnění. Th1 buňky jsou odpovědné za imunitní odpověď směřovanou proti intracelulárním patogenům. Crohnova choroba je asociována s Th1 cytokiny jako je IFN(, TNF( nebo IL12. U ulcerativní kolitidy je cytokinový vzorec méně jasný, jedná se s největší pravděpodobností o Th2 odpověď asociovanou s IL5 a IL10.

V naší studii jsme sledovali imunomodulační účinek nepatogenních gram-negativních baktérií Escherichia coli O83:K24:H31 (Ec O83), Escherichia coli Nissle 1917 O6:K5:H1 (Ec Nis) a gram-pozitivních Lactobacillus casei DN 114001 (Lc) na lidské mononukleární buňky z periferní krve (PBMC) v systému in vitro. 

Na základě vyšetření supernatantů získaných po 24 hodinách a 72 hodinách kultivace PBMC s jednotlivými bakteriálními kmeny jsme pomocí cytokinové array membrány zjistili produkci cytokinů indukovaných jednotlivými bakteriálními kmeny. Kvantifikaci umožnilo ELISA vyšetření supernatantů. 

Ec Nis a Ec083 stimulovaly produkci IFN( za 24 i 72 hodin. Nenašli jsme signifikantní produkci IL4, IL6 a IL10 po 24 hodinách. Ec Nis a LPS z Ec Nis po 72 hodinách stimulace signifikantně zvyšoval produkci IL6. Ec Nis signifikantně zvyšoval produkci IL10 po 72 hodinách. Aktivace jednotlivých buněčných subpopulací na základě kultivace s bakteriálními kmeny byla sledována pomocí FACS analýzy. Aktivační antigen CD 25 byl zjištěn na CD3-CD56+ NK buňkách.

Zjištění, že jsou jednotlivé probiotické bakteriální kmeny schopny indukovat specifickou imunitní odpověď u PBMC je příspěvkem ke snaze lépe porozumět fyziologiii bakteriální interakce s hostitelskými buňkami imunitního systému a objasnit patofyziologii některých střevních zánětlivých onemocnění i možný mechanismus účinku probiotik při léčbě těchto onemocnění.

Synbiotika na základě cereálních extraktů 

Eliška Komárková, Jiří Plch, Vladimír Erban,

Výzkumný ústav potravinářský, v.v.i., Radiová 7, Praha 10

Probiotika jsou mikroorganismy, které mají schopnost přežívat v tlustém střevu zažívacího traktu s pozitivním účinkem na zdraví hostitele. Jednou z podmínek udržení těchto mikroorganismů v nice tlustého střeva je přítomnost vhodného (vhodných) substrátu pro jejich optimální růst. Obecně jsou tyto substráty se schopností podporovat růst probiotik označovány jako prebiotika. Tato vlastnost však není univerzální. Kombinaci konkrétního prebiotika podporujícího růst konkrétní probiotické bakterie označujeme jako synbiotikum. Nalezením a charakterizací těchto kombinací a tím vytipováním vhodných potenciálních synbiotik se zabývá tento příspěvek.. V naší práci jsme srovnávali účinek prebiotických extraktů z ječmene, ovsa a pohanky na vybrané probiotické kmeny. 

Testovali jsme sadu sbírkových mikroorganismů obsahující 4 kmeny rodu Lactobacillus, 3 kmeny rodu Bifidobacterium a 2 kmeny Enterococcus faecium. Kmeny byly kultivovány v médiu obsahujícím extrakty z ovesné, ječné a pohankové mouky. Tyto extrakty neobsahovaly škrob, ale podstatné množství -glukanů (s výjimkou pohankového extraktu). Při kultivaci jsme sledovali zejména růstové parametry ve srovnání s kontrolním mediem bez přídavku extraktu. Dále jsme sledovali vliv přídavku extraktu na růstové schopnosti kmene za přítomnosti žlučových kyselin. Protože přímé srovnání hodnot by bylo obtížné, zvolili jsme pro vyhodnocení bodový systém který přiděluje 1 prokázanému pozitivnímu efektu a 0 pro neprůkazný efekt. Negativní vliv nebyl pozorován. Sledovali jsme kromě růstové rychlosti a maximálního nárůstu biomasy i produkci SCFA (short chain fatty acids), kyselin podporujících tvorbu mukosy v tlustém střevu.

Ječný extrakt obsahující největší podíl b-glukanů stimuloval růst všech testovaných kmenů rodu Lactobacillus, 2 ze 3 kmenů Bifidobacterium ale neovlivnil žádný z obou  testovaných kmenů E. faecium. Naproti tomu pohankový extrakt který obsahuje jen minimum -glukanů, ale zato větší množství bílkovin, stimuluje růst obou kmenů E. faecium, všech 3 kmenů Bifidobacterium, ale pouze 1 kmen Lactobacillus. Ovesný extrakt stimuloval růst dvou ze 4 testovaných kmenů Lactobacillus, 2 ze tří testovaných kmenů Bifidobacterium a pouze 1 ze 2 testovaných kmenů E. faecium. Tento jev lze vysvětlit různým enzymovým vybavením jednotlivých kmenů. E. faecium a Bifidobacterium jsou lépe vybaveny proteinázami a mezi kmeny rodu Lactobacillus se častěji vyskytují enzymy umožňující využití polysacharidů. Z hlediska univerzálnosti testovaných kmenů, pouze 2 z 9 testovaných kmenů byly stimulovány všemi extrakty a 3 kmeny byly stimulovány pouze jedním extraktem a projevily tak větší substrátovou specifitu. 

Námi provedená studie potvrzuje, že výběr vhodného prebiotika pro konstrukci synbiotik musí respektovat specifické vlastnosti probiotika. V rámci jedné skupiny lze najít kmeny s více univerzálním metabolismem i kmeny úzce zaměřené. Testování aktivity různých extraktů obsahujících látky obecně považované za prebiotika vůči konkrétním kmenům je nezbytnou, nikoliv však jedinou podmínkou, abychom mohli hovořit o synbiotiku. Je nutné také otestovat zda rostlinný izolát není metabolizován již v žaludku a tenkém střevu. Také bakteriální kmen musí mít další vlastnosti umožňující mu přežití a rozvoj v cílové nice. Teprve kombinace všech těchto vlastností dává dostatečný základ pro konstrukci úspěšných synbiotik.

Práce byla podpořena NAZV projektem QF3297    

Vliv primárního osazení laktobacily na vývoj kolitidy  indukované  u myší s těžkým kombinovaným imunodeficitem (SCID)
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   Bakterie mléčného kvašení jsou jedněmi z prvních bakterií, které osidlují zažívací trakt novorozených kojených dětí. Laktobacily napomáhají vyzrávání imunitního systému i fyziologických funkcí organismu. Cílem naší studie bylo zjistit, jak primární osídlení střeva bezmikrobních myší laktobacily ovlivní vývoj střevního zánětu indukovaného podáváním roztoku dextransulfátu sodného (DSS) v pitné vodě. 

   K našim pokusům jsme používali SCID myši, které mají imunodeficit T a B lymfocytů a jejich obranyschopnost tedy závisí pouze na složkách přirozené imunity. Bezmikrobní těhotné  myši byly kolonizovány třemi kmeny Lactobacillus rhamnosus, takže jejich mláďata byla hned po narození přirozeně kolonizována stejnými kmeny. Ve stáří dvou měsíců byly pak myši kolonizovány mikroflórou konvenčně chovaných myší. (Kontrolami byly původně bezmikrobní myši kolonizované podle stejného protokolu).  Za měsíc po kolonizaci byl myším podáván k pití 3 % roztok DSS po dobu jednoho týdne v tzv. akutním modelu ulcerózní kolitidy. Denně byly kontrolovány klinické změny charakterizující střevní zánět -  snížení hmotnosti, průjem, krvácení z rekta, prolapsy. Po ukončení experimentu byla hodnocena délka tlustého střeva a zánět byl posouzen histologicky po obarvení hematoxylinem a eosinem. Cytokinové odpovědi byly stanoveny v supernatantech po 48 h kultivaci slezinných lymfocytů a fragmentů jejuna, ilea, vzestupného a sestupného tračníku. Na histologických řezech sestupného trakčníku jsme pozorovali, že ačkoliv u kontrolních myší se vyvinul masivní zánět, myši prekolonizované laktobacily známky střevního zánětu po týdenním pití DSS nevykazovaly. Tyto nálezy byly podpořeny zjištěním, že rovněž zánětlivý cytokin TNF-alfa byl výrazně redukován a to jak v supernatantu po kultivaci slezinných lymfocytů (systémová imunitní odpověď), tak v supernatantech po kultivaci fragmentů tlustého střeva (slizniční imunitní odpověď). Imunofluorescenčními a imunohistochemickými metodami  jsme analyzovali expresi Toll-like receptorů-4, 5 a -9 (TLR) u bezmikrobních, laktobacily osazených a konvenčních myší. Zjistili jsme, že kolonizace laktobacily indukuje expresi TLR-5 a -9 v apikální části střevního epitelu, zatímco TLR-4 byly exprimovány hlavně v kryptách. 

   Z výsledků vyplynulo, že monokolonizace laktobacily ovlivňuje přirozenou obranyschopnost organismu, indukuje expresi  Toll-like receptorů a že předchozí kolonizace kmeny Lactobacillus rhamnosus zabraňuje vývoji střevního zánětu u  konvenčních SCID myší.

Podpořeno grantem 303/05/2249 (Grantová agentura České republiky), projekty MŠMT 2B6053, 2B06155 a IP-CZD S97/2005 (Polsko). 

Vplyv vybraných probiotík na oxidačno-antioxidačný systém u malých detí

Milan Kuchta 1, Darina Petrášová 2, Katarína Gombošová 1, Viktória Halušková 1, Natália Kuchtová 2,  Anna Chmelárová 2
1 II. Klinika detí a dorastu LF UPJŠ a DFN Košice, 2 Ústav experimentálnej medicíny LF UPJŠ Košice, Slovensko

úvod. V patogenéze viacerých závažných neinfekčných, epidemiologicky závažných ochorení má významné postavenie oxidačný stres.

Materiál a metodika. V skúmanom súbore bolo 10 detí vo veku 6-18 mesiacov, ktorým sme podávali denne (dvojito zaslepene) počas 3 mesiacov mlieko s probiotickými baktériami Bifidobacterium lactis a Streptococcus termophillus. V kontrolnej skupine bolo 10 detí podobného veku, žijúce v tých istých sociálno-ekonomických podmienkach, ktorým sme podávali mliečnu formulu, avšak bez probiotík. U všetkých detí sme zisťovali aktivitu malondialdehydu, totálnej antioxidačnej kapacity, katalázu, sérovú koncentráciu vitamínu E, ureu a aktuálny stav v ostatných biochemických a hematologických premenných i vybrané antropometrické ukazovatele. Porovnali sme výsledky získané na začiatku podávania,  v 3 mesiaci aplikácie a po uplynutí mesiaca po vysadení probiotík.

Výsledky. V skúmanej skupine sme zistili, že účinkom uvedených probiotík došlo k poklesu sérovej aktivity malondialdehydu, totálnej antioxidačnej kapacity a katalázy. Benefičný efekt sme zistili aj v koncentráciách imunoglobulínov G, M, A,  proteínov akútnej fázy zápalu: alfa-1-antitrypsínu, prealbumínu - transtyretínu, transferínu, orosomukoidu, ceruloplazmínu, alfa-2-makroglobulínu, C3 a C4 zložky komplementu. Uvedené zmeny boli významnejšie u dystrofických detí.

Záver. Probiotiká môžu aj pri relatívne krátkodobom, dennom užívaní benefične vplývať na oxidačno-antioxidačný status a imunitu počas rastu a vývoja detí, ak sú ohrozené poruchou výživy.

Perorální podávání lyzátu Lactobacillus casei DN 114001 chrání před rozvojem akutní experimentální kolitidy

Miloslav Kverka1, Lenka Froľová1, Zuzana Zákostelská1, Jakub Mrázek2, Jan Kopečný2 a Helena Tlaskalová-Hogenová1
1Mikrobiologický ústav AV ČR Praha, v.v.i.

2Ústav živočišné fyziologie a genetiky AV ČR Praha, v.v.i.

Souhrn:

Nespecifické střevní záněty, tj. Crohnova choroba a ulcerosní kolitida, vznikají jako následek poruchy regulace imunitního systému v reakci na antigeny komenzální bakteriální flóry. Perorální podávání živého kmene Lactobacillus casei DN 114001 (LC) chrání před vznikem experimentální kolitidy (Kokešová et al., 2006). Cílem této studie bylo jednak zjistit, jestli je možné stejného efektu dosáhnout i jeho lyzátem, jednak analyzovat mechanismus, kterým je tohoto účinku dosaženo.

Bakteriální lyzát jsme připravili metodou „French Press“ a část jsme rozdělili na dvě frakce pomocí centrifugace. Sterilitu jsme ověřili aerobní i anaerobní kultivací. 

Myši kmene BALB/c jsme rozdělili do čtyř skupin, kterým jsme nejprve podávali placebo, 1,5mg celého lyzátu LC, jeho membránové a nebo cytoplasmatické frakce (4krát v týdenních intervalech) a následně vyvolali akutní kolitidu týdenním podáváním 3% dextransulfátu sodného. Závažnost akutní kolitidy jsme hodnotili změřením délky tlustého střeva, histologickým vyšetřením sestupného tračníku a zhodnocením celkového klinického stavu. 

Produkci cytokinů v jednotlivých úsecích střeva (Peyerské pláty, jejunum, ileum, cékum a colon) po 48h kultivaci a hladinu sérových protilátek třídy IgA, IgM a IgG jsme měřili pomocí ELISA testu. Změny ve složení střevní mikroflóry v průběhu pokusu jsme sledovali pomocí 16SrRNA elektroforézy v denaturačním gradientu (DGGE) a následnou identifikací měnících se populací bakterií.
Perorální podávání bakteriálního lyzátu LC a jeho membránové frakce příznivě ovlivňuje všechny sledované parametry kolitidy. Cytoplasmatická frakce ovlivňuje kolitidu jen minimálně. Lyzát LC nevede ke zvýšení produkce sérových protilátek. Jedním z důležitých mechanismů, které se na tomto příznivém účinku podílejí, je určitá stabilizace střevní mikroflóry a změna cytokinového prostředí v Peyerských plátech, céku a colon u léčených skupin. V důsledku těchto změn se zvyšuje tolerance komensální mikroflóry a snižuje zánětlivá pohotovost organismu. 

Tyto výsledky poukazují na nové možnosti léčby a prevence nespecifických střevních zánětů snadno dostupným a bezpečným způsobem.

Studie byla podpořena grantem Institutu Danone a grantem 310/03/H147 Grantové agentury ČR.

Vliv probiotik na střevní flóru, hladinu endotoxinu a Childovu Pughovu klasifikaci u nemocných s jaterní cirhózou

J.Lata1, J.Juranková2, P.Frič3, V.Příbramská1
Interní a gastroenterologická klinika FN Brno1 

Oddělení klinické mikrobiologie FN Brno2 
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Cíl studie:

Infekce jsou u nemocných s jaterní cirhózou velmi časté a hrají závažnou roli u mnoha fatálních komplikací (varikózní krvácení, spontánní bakteriální peritonitida, jaterní encefalopatie). Zvýšení bakteriální translokace v důsledku zvýšeného bakteriálního přerůstání může být zdrojem těchto infekcí, navíc endotoxin stimuluje cytokiny (např TNF(, IL1, IL6), které mohou zvyšovat fibrogenesu. Cílem studie bylo ověřit vliv E. coli Nissle na tyto děje.

Nemocní a metodika:

Třicet devět nemocných (22 mužů, 17 žen, průměrný věk 52,2 /36-69/ let) s jaterní cirhózou verifikovanou biopticky či klinicky (většinou etylické etiologie) bez klinických známek infekce bylo randomizováno k léčbě E. coli Nissle (Mutaflor) (22 nemocných) nebo placebem (17 nemocných) po dobu 42 dnů. Standardní biochemické vyšetření, mikrobiologické kvantitativní vyšetření stolice a hladina endotoxinu byly vyšetřovány před a ve 42. dnu léčby.

Výsledky:

Ve skupině léčené Mutaflorem byl mikrobiologický nález ve stolici signifikantně zlepšen (2,0 ± 0,7 vs. 1,5 ± 0,6 /p < 0,001/), došlo ke snížení hladiny endotoxinu (0,014 ± 0,007 vs. 0,010 ± 0,006 /p=0,07/)a ke snížení  Child Pughova skore (7,90 ± 1,90 v.s 6,85 ± 2,00 /n=0,06/). Ve skupině léčené placebem nedošlo ke změnám ve výše uvedených parametrech

 Závěr: 

Probiotika signifikantně zlepší mikrobiologický nález ve stolici u nemocných s jaterní cirhózou, sníží hladinu endotoxinu a mohou zlepšit Child Pughovo skore. Protože infekce hraje důležitou roli v mnoha komplikacích jaterní cirhózy, možnost snížení jejího vzniku by mohla být u těchto nemocných důležitá. 

Práce byla podpořena grantem IGA MZ ČR  (NR 9116-3).

Prevence alergie u dětí alergických matek perorálním osídlením probiotickým kmenem E.coli po narození.

R. Lodinová-Žádníková1, I. Kocourková1, L. Prokešová2, J. Žižka2, 

1Ústav pro péči o matku a dítě, 2Ústav imunologie a mikrobiologie l.LF, Praha

Cílem  studie je sledování vlivu perorálního podávání vakcíny COLINFANT po narození na složení střevní flory ,vývoj některých imunologických ukazatelů a na klinický výskyt alergií u dětí alergických matek.

Metoda: Skupina A - osídlené děti alergických matek (n = 56 ), B - kontrolní děti alergických matek (n = 57 ), C - kontrolní děti zdravých matek (n = 45 ). Vakcína COLINFANT (patentovaná a registrovaná v ČR) , obsahující 5x 109 lyofilizovaného kmene E.coli / 1ml byla podávána  perorálně do 48 hodin po narození, 3x týdně 4 týdny.

Odběry: pupečníková krev, krev matky a výtěr stolice 3.den po porodu. Mateřské mléko (dle délky kojení) krev dítěte, výtěr a lg stolice 4. den, ve 3, 6, a l2 měsících, dále pak v intervalech l roku. Vyšetření: IgG,IgM,IgA,IgE, cytokiny - . cytokiny s přímým vlivem na vývoj alergie ( IL-4, IL-13 ), s vlivem na tvorbu IgA ( IL- l0), s regulační funkcí ( INF gama ) metodou ELISA, sIgA v mateřském mléce a ve filtrátech stolice metodou radiální imunodifuze.

Výsledky: sérové hladiny imunoglobulinů především IgA byly zvýšené u osídlených dětí od 3 měsíců do 2 let.Hodnoty IgE byly zvýšené u 92% alergických matek a 7% a 20% dětí obou těchto skupin. Hodnoty sIgA v mléce a ve filtrátech stolice se mezi skupinami významně nelišily.Hladiny IL-4 v séru a mléce alergických matek a v séru a stolici jejich dětí byly zvýšené do věku 2 let ve srovnání s dětmi zdravých, kontrolních matek. Hladiny IFN- gama v pupečníkové krvi ,v seru do 1 roku a ve stolici a v mléce do 6 měsíců byly vyšší u osídlených dětí než u kontrol. Hladiny TGF-beta v pupečníkové krvi byly vyšší než v krvi matek ve všech skupinách. U osídlených dětí  alergických matek bylo v 6 měsících prokázáno zvýšení IFN- gama v séru a v 1 roce též ve stolici. IL-13 bylo vyšší u osídlených dětí ve 3 dnech a v 6 měsících,ve 2 a 3 letech pak bylo nižší než u kontrolních dětí alergických matek.        
    Klinické příznaky alergie se do 3 let věku objevily ve skupině osídlených dětí alergických matek u jednoho dítěte,  zatímco ve skupině kontrolních, neosídlených dětí alergických matek u l4 dětí. U kontrolních dětí zdravých matek byl výskyt alergie zjištěn u tří dětí.

Pravděpodobnost vývoje alergie byla nejnižší u osídlených dětí.

  Závěry: rozdíly mezi hladinami cytokinů  zdravých a alergických matek byly a jejich dětí prokázány u IL-4, IL-l3 a IFN gama.  Klinické příznaky alergie u osídlených dětí alergických matek byly významně nižší než u kontrolních dětí alergických matek. 

Intestinal microflora in exclusively breast-fed infants with  blood-streaked  stools

Jiří Nevoral 1, Vojtěch Rada 2, Eva Tománková 2, Květa Bláhová 1,                         Jiří Bronský 1, Dana Bubáková 3, Jiří Killer2  

1 Department of Paediatrics, 2nd Medical School of the Charles University of Prague and  University Hospital Motol, Prague, Czech Republic

2 Czech University of Agriculture Prague, Department of Microbiology, Nutrition and Dietetics, Prague, Czech Republic

3 General Practitioner for Paediatrics, Prague

Aim: We studied intestinal microflora in exclusively breast-fed  patients with  blood-streaked  stools  in comparison with healthy, also exclusively breast-fed infants.

Methods: We examined 19 full-term exclusively breast-fed patients  aged 18±6 weeks  with eosinophilic proctocolitis. The control group  consisted of 24 healthy full-term  exclusively breast-fed infants 13.8 ± 6.5 weeks of age.  In all  patients we  performed the  immunological examination.  Cultivation methods were used for the quantification of total anaerobes, bifidobacteria, lactobacilli, coliforms bacteria, enterococci and clostridia in faeces of infants. Specific fluorescence in situ hybridization (FISH) kits for Bifidobacterium spp were used for the quantitative detection of bifidobacteria in samples.

Results: Control samples had significantly (P<0.05) higher counts of total anaerobes. Patients´ samples did not contain bifidobacteria in 68 % and lactobacilli in 63 %, control samples in 36 % and 45 % respectively. Clostridia were detected only in faeces from bifidobacteria-negative infants reaching counts higher than 8 log CFU/g. While the frequency of bifidobacteria-positive samples was significantly (P<0.05) higher in the control group, patients had a significantly  (P<0.05) higher proportion of clostridia-positive samples. Bifidobacteria counts were also significantly higher in the control group   (P< 0.05). Samples from the control group had higher counts and frequency of lactobacilli occurrence compared to the patients group, however this difference was not significant. 

Eosinophilia was observed  in 35 % of patients. IgG concentrations were bellow age - related minima  in 61 % patients,  IgA concentrations   in  67 % and  IgM concentrations    in 17 %. Serum total IgE concentrations  were elevated in 12 % of patients. Transient  pANCA positive finding was revealed in 53 % of  patients. 
Conclusion: The composition of faecal microflora of exclusively breast-fed patients with blood-streaked  stools  due to  eosinophilic proctocolitis was different from that of control healthy and also exclusively  breast-fed babies.   

The study was  supported by grant IGA MZ NR/8310-5 from the Czech Ministry of Health and grant no. MSM 6046070901 of the Grant Agency of Ministry of Education, Youth and Sports of Czech Republic.

Intestinální mikroflóra v ranném dětství – úloha v rozvoji infekčních a alergických chorob

D. Nováková1, M. Paulová 2

1  Klinika nukleární medicíny a endokrinologie 2. LF UK a FN Motol, 2 Novorozenecké oddělení  FTN Krč 

Intestinální mikroflóra je důležitý fyziologický faktor, který se podílí na funkci  zažívacího traktu a na rozvoji imunitního systému. Správné osídlení sliznic v ranném dětství je ovlivněno řadou faktorů. Mezi tyto faktory se řadí: mikroflóra matky, gestační věk v době porodu, způsob porodu, typ výživy, hospitalizace a užívání antibiotik. 

Probiotika jsou významnou součástí střevní mikroflóry dětí již brzo po narozeni. Dynamika osídlování prodělává významné změny během prvních týdnů života a stabilizuje se po přechodu na pevnou stravu. Významnou úlohu v procesu osídlování má složení mateřského mléka, které má řadu složek, které mají protektivní účinek na střevní sliznice a také podporuje růst probiotik.

Poruchy v osídlení sliznic mají vztah k řadě onemocnění. V dětské věku se jedná hlavně o zvýšený výskyt infekčních onemocnění zažívacího traktu a alergických onemocnění. Předpokládá se, že porucha ranná kolonizace sliznic může byt v pozdějším věku daného jedince jedním z faktorů, které se podílí na manifestaci autoimunitních onemocnění například Crohnovy choroby a ulcerózní kolitidy. 

 V odborná literatuře je publikována řada studii zabývajících se přítomností  probiotik v mateřském mléce, formulích (dětských výživách), léčbou infekčních průjmů a  prevencí alergií. Jsou popisovány hypotézy působení probiotik. Předkládané sdělení uvádí  výběr současných literárních údajů k dané tématice.

Growth of bifidobacteria in human milk

Rada Vojtěch1, Nevoral Jiří2, Ročková Šárka1, Tománková Eva1, Killer Jiří1

1Katedra mikrobiologie, výživy a dietetiky, ČZU Praha; 2První pediatrická klinika UK Praha

The growth of senenstrains of bifidobacteria in fourteen different samples of human milk was tested. Two strains of B.bifidum and one strains B. longum were isolated from infant faeces. Two strains of B. animalis were isolated from fermented milk products. Another two bifidobacteria strain (B. bifidum and B. longum) were isolated from probiotic product. All strains were identified using biochemical tests followed by species-specific PCR. The faecal flora of five infants of milk donors was also analysed using cultivation methods and FISH.


Three infants had high numbers of bifidobacteria (>10 log CFU/g) in their faeces. Remaining two infants did not contain detectable amounts of bifidobacteria in their faecal samples. Luxuriant growth of B. bifidum (all strains) in human milk was accompanied with decreasing of pH (up to 4.4) and production of lactic acid (up to 2 g/l). On the other hand, numbers of viable cells of B. animalis (both strains) and B. longum decreased by the factor 10 to 1000 after incubation in human milk. There were significant differences (P < 0.05) in bifidobacterial counts among B. bifidum, B. animalis and B. longum in all human milk samples tested. 


Our results suggest that B. bifidum is suitable species for probiotic treatment of fully breast-fed infants, which are free of bifidobacteria. On the other hand, B. animalis seems not to be effective probiotic bacterium for infants.

Využití magnetických nosičů v molekulární diagnostice se zaměřením na identifikaci bakterií mléčného kvašení

B. Rittich1, A. Španová1, D. Horák2, M.J. Beneš2

1 Masarykova univerzita, Přírodovědecká fakulta, Ústav experimentální biologie, Tvrdého 14, 602 00 Brno

2 Ústav makromolekulární chemie AV ČR, Heyrovského nám. 2, 162 06 Praha

V laboratoři Mikrobiální biotechnologie (Masarykova univerzita, Brno) ve spolupráci s Ústavem makromolekulární chemie v Praze se zabýváme využitím imobilizovaných systémů v molekulární diagnostice mikroorganismů. Za tímto účelem jsou syntetizovány originální magnetické neporézní hydrofilní nosiče na bázi poly(2-hydroxyethyl-methakrylátu) (PHEMA), poly(glycidyl-methakrylátu) (PGMA), celulózy a ferritů, které jsou funkcionalizovány vhodnými ligandy. Byly navrženy a úspěšně experimentálně odzkoušeny částice s imobilizovannou DNasou I, RNasou A, proteinasou K, protilátkou proti  bakteriím rodu Salmonela a cheláty lanthanoidů. V současné době vyvíjíme postupy izolace genomové DNA v čistotě vhodné pro polymerázovou řetězovou reakci (PCR). Výskyt falešně negativních výsledků je problémem při analýze reálných vzorků pomocí PCR. Falešně negativní výsledky mohou být způsobeny přítomností intracelulárních a extracelulárních inhibitorů PCR. Vliv extracelulárních inhibitorů lze odstranit vhodným zpracováním vzorku před analýzou, např. využitím adsorpce DNA na povrch vhodně modifikovaného magnetického nosiče. Byl optimalizován postup izolace bakteriální DNA pomocí magnetických částic P(HEMA-co-GMA) (1/1) o velikosti 2,2 µm, obsahujících karboxylové skupiny (0,76 mM COOH/g). Jako kontrola byly použity magnetické skleněné částice (CPG, USA). Adsorpce DNA probíhala v prostředí s vysokou koncentrací poly(ethylenglykolu) PEG 6000 a NaCl. Nejvhodnější postup byl použit při izolaci DNA z bakterií rodu Lactobacillus a Bifidobacterium, obsažených v probiotických kysaných  mléčných výrobcích. Cílové buňky bakterií rodu Bifidobacterium a Lactobacillus byly identifikovány pomocí rodově a druhově specifických PCR (Roy a Sirois, 2000; Dubernet a spol., 2002) a dalších molekulárně biologických metod. Vyvinutý postup byl použit i při izolaci mikrobiální DNA z dalších složitých vzorků, např. z buněk houby Trichophyton (Rittich a spol., 2006) a sedimentů jezera Bajkal (Španová a spol., 2006).

Dubernet S., Desmasures N., Guéguen M. FEMS Microbiol. Lett. 214 (2002) 271-275. 

Roy D., Sirois S. FEMS Microbiol. Lett. 191 (2000) 17-24.

Rittich B., Španová A., Horák D., Beneš M. J., Klesnilová L., Petrová K., Rybnikář A. Colloids Surf. B. 52 (2006) 143-148. 
Španová A., Rittich B., Štyriak I., Štyriaková I., Horák D. J. Chromatogr. A. 1130 (2006) 115-121.
Tato práce byla podporována  grantem GA ČR č. 203/05/2256 a Výzkumným záměrem MŠMT ČR  MSM 0021622415.

Identifikace a charakterizace bakterií mléčného kvašení pomocí molekulárně biologických metod

A. Španová1, B. Rittich1, V. Dráb2, J. Drbohlav2 

1 Masarykova univerzita, Přírodovědecká fakulta, Ústav experimentální biologie, Tvrdého 14, 602 00 Brno

2 MILCOM, Výzkumný ústav mlékárenský, Ke Dvoru 12a, 160 00 Praha

Cílem práce byla identifikace a charakterizace bakterií rodů Lactobacillus a Bifidobacterium, včetně stanovení příbuznosti jednotlivých kmenů. Mikroorganismy byly získány ze sbírky Laktoflora (MILCOM, Praha) nebo izolovány ze vzorků stolice plně kojených dětí (Česká zemědělská univerzita v Praze). Celkem bylo analyzováno více než 30 kmenů předběžně zařazených do rodu Lactobacillus a 70 kmenů předběžně zařazených do rodu Bifidobacterium. Bakterie rodu Lactobacillus byly identifikovány  pomocí PCR s  rodově (Dubernet a spol.,  2002) a vybranými druhově specifickými primery (Tilsala a spol., 1997). Zařazení do rodu Bifidobacterium bylo ověřeno pomocí rodově specifické PCR (Roy a Sirois, 2000). Dále byl soubor kmenů analyzován pomocí PCR s druhově specifickými primery pro druhy bifidobakterií vyskytujících se u člověka (Matsuki a spol., 1999) a s primery specifickými pro druh B. animalis (Roy a Sirois, 2000), neboť tento druh je přidáván do kysaných mléčných výrobků. Kmeny byly zařazeny do probiotických druhů B. longum, B. bifidum, B. animalis, B. breve a dva kmeny do druhu B. adolescentis. K druhové identifikaci a charakterizaci studovaných kmenů byly dále použity následující metody: restrikční analýza amplifikované ribozomální DNA (ARDRA - Tilsala-Timisjarvi a Alatossava, 1997; Moreira a spol., 2005), RAPD (Samaržija a spol., 2002) a rep-PCR (Gevers a spol., 2001). Z amplifikovaných profilů byly konstruovány  dendrogramy pomocí UPGMA analýzy, Pearsonových a Jackardových korelačních koeficientů, které umožňují posoudit podobnost kmenů. K  charakterizaci nezařazených izolátů byly použity další molekulárně biologické metody. U analyzovaného souboru kmenů rodu Lactobacillus byly rovněž zjišťovány některé probiotické vlastnosti (odolnost vůči působení nízkého pH a žlučových kyselin. Jako doplňková kritéria byly testovány schopnost růstu v mléce a některé enzymatické aktivity pomocí soupravy APIZYM (bioMérieux, Marcy-l´Etoile, Francie). Dále byly pomocí DNA/DNA hybridizace vyhledávány kmeny, které nesou gen pro laktacin F. U pozitivních kmenů byla rovněž testována produkce bakteriocinů pomocí klasických metod.
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Comparison of the effect of a probiotic strain and an autochthonous commensal strain of Escherichia coli on the secretion of   interleukin-8 in the gut 
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IL-8 response in gnotobiotic pigs to the monoassociation with two non-pathogenic E.coli strains was measured by ELISA in ileal washes obtained 24 hours after colonization. 

Whereas an autochthonous pig commensal strain O86 did not induce IL-8 at all, the probiotic strain Nissle 1917 caused a significant secretion of IL-8. It is known that the flagellin is the main inducer of IL-8 in flagellated bacteria. Our finding implies that the flagellin of Nissle 1917 strain is (as in recently described induction of human antimicrobial peptide HBD2  - see Schlee et al., Infection and Immunity 2007) a particular inducer of natural immunity, which explicates its exceptional probiotic effect. 

Podávání probiotik jehňatům v období mléčné výživy
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Cílem naší práce bylo vybrat na základě výsledků in vitro a in vivo testů kmeny bifidobakterií vhodné k použití jako probiotikum pro jehňata v období mléčné výživy. 


Bifidobakterie byly izolovány z trávicího traktu jehňat pomocí modifikovaného TPY agaru s přídavkem mupirocinu a kyseliny octové. Izoláty byly rodově identifikovány na základě detekce enzymu fruktózo-6-fosfát fosfoketolázy a na druhovou úroveň byly zařazeny podle výsledků fermentačních testů. Kmeny byly tetovány na odolnost vůči žlučovým kyselinám a nízkému pH, kterému jsou vystavovány při průchodu trávicím traktem. Dále byla sledována jejich schopnost prokysávat mléko a schopnost přežívání v mléce. Na základě výsledků těchto testů byly vybrány kmeny pro podávání jehňatům, z vybraných kmenů byly připraveni rifampicin-rezistentní mutanti. Tato vlastnost umožnila odlišit dodávané bifidobakterií od bifidobakterií přirozeně se vyskytujících ve výkalech jehňat. Jehňatům byla jednorázově podána probiotika a byla sledována jejich schopnost přežívat v intestinálním taktu mláďat. Počty bifidobakterií a ostatních skupin bakterií ve vzorcích výkalů jehňat byly stanoveny kultivačními metodami a metodou fluorescenční in situ hybridizace.  


Na základě in vitro testů bylo vybráno 20  kmenů bifidobakterií vhodných jako probiotikum pro jehňata. Ale výsledky in vivo testů naznačují, že většina dodaných kmenů není schopna uchytit se v trávicím traktu hostitele a proto je nutné probiotické kmeny bakterií vybírat zejména na základě jejich přežívání v reálných podmínkách trávicího traktu. 
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