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PROBIOTICS - HOW DO THEY ACT?

Schulze J.
Nuthetal / Germany

Probiotics have to arrive alive and in a sufficient number on the target place of the
gastrointestinal tract to exert a health benefit on the host (FAO/WHO, 2002). Normally
probiotics are transient gut inhabitants, which could be detected within the gastrointestinal
microbiota only during as well as a limited period after the end of consumption.

In case of the persistence in the host’s gut probiotics are integrated living constituent
parts of the gastrointestinal ecosystem and take part on the “cross talk”. The mechanisms for the
effects are quite different and poorly understood. Roughly speaking, the probiotic modes of
action occur on three levels: 1) within the gut lumen by interaction with the complex gut
microbiota, 2) on the gut barrier by interaction with mucus, epithelium and mucosal immune
system, 3) beyond the gut in systemic immune system and both metabolic and other organs. This
talk will give a small selection of these aspects.

The direct effects of probiotics on the other microorganisms of the ecosystem include
the production of antimicrobial substances (e.g. short chain fatty acids, bacteriocins, antibiotics)
the anti-adhesive effects by competitive exclusion between probiotics and pathogens as well as
the anti-toxin effects by inhibition of toxin expression in pathogens.

Probiotics improve the protective functions of the gut barrier as a result of interactions
with the intestinal epithelial cells of the host. Mechanisms behind are the stimulated expression
of mucosal tight junction proteins and the induction of MUC3 gene expression with following
increased mucin production by probiotics.

Furthermore probiotics influence the immune system of the host by metabolites, cell
wall components and DNA. They modulate both the innate (e.g. defensin expression) and the
adaptive (e.g. immune cells) immune system in a number of ways. The regulation of pro- and
anti-inflammatory cytokine production is an important health aspect of the immune modulation.

It is important to note, that the mode of action demonstrated for one given probiotic
strain — just as its efficacy — cannot be necessarily transferred to other probiotic organisms.




BIFIDOBACTERIUM BIFIDUM
AND EXPERIMENTAL NECROTIZING ENTEROCOLITIS

Dvorak B.

Department of Pediatrics and Department of Cell Biology & Anatomy,
the University of Arizona, Tucson, Arizona

Neonatal necrotizing enterocolitis (NEC) is a major cause of morbidity and mortality in
premature infants. Oral administration of probiotics has been suggested as a promising strategy
for prevention of NEC. However, little is known about the mechanism(s) of probiotic-mediated
protection against NEC. The aim of this project was to evaluate the effects of probiotic
Bifidobacterium bifidum on the development of NEC, intestinal integrity, and epithelial
homeostasis. The rat NEC model and intestinal epithelial cell line (IEC-6) were used to study
molecular mechanisms of protection against intestinal mucosal injury.

Premature rats were divided into three groups: dam fed (DF), hand fed with formula
(NEC), or hand fed with formula supplemented with 5x10° CFU of B. bifidum per day. All
groups were exposed to asphyxia and cold stress to develop NEC. Intestinal injury, mucins and
trefoil factor 3 (TFF3) production, cytokine levels, and composition of the tight (TJ) and
adherens junctions (AJ) were evaluated in the terminal ileum. Furthermore, expression of
intestinal Toll-like receptor-2 (TLR-2) and apoptotic regulators was evaluated in the rat NEC
model and in IEC-6 cells.

Probiotic B. bifidum decreased the incidence and severity of NEC. Increased levels of IL-
6, mucin-3, and Tff3 in the ileum of NEC rats were normalized in B. bifidum treated rats.
Administration of B. bifidum normalized the expression and localization of TJ and AJ proteins in
the ileum compared to animals with NEC. Treatment with B. bifidum increased expression of
TLR-2, and Cox-2, and significantly reduced apoptosis in the intestinal epithelium of both in
vivo and in vitro models. Experiments in IEC-6 cells showed a protective effect of B. bifidum
against cytokine induced apoptosis and confirmed the anti-apoptotic role of activated TLR-2 and
the increased expression of Cox-2.

In conclusion, administration of Bifidobacterium bifidum protects against NEC in the
neonatal rat model. This protective effect is associated with reduction of inflammatory reaction
in the ileum and improvement of intestinal integrity. The ability of B. bifidum to down regulate
apoptosis in the rat NEC model and in IEC-6 cells suggests a molecular mechanism by which
probiotics reduce mucosal injury.




HODNOCENI PROBIOTICKYCH VYROBKU SPP

Rada V.}, Rockova S.%, Bunesova V.%, Vikové E., Trosterova M.}, Kmet V.2
Katedra mikrobiologie, vyzivy a dietetiky, Ceskd zemédélska univerzita v Praze

2Ustav fyziologie Zivocichov SAV, Kosice.

Spolec¢nost pro probiotika a prebiotika jiz dva roky provadi testovani vyrobkl na pocty
bifidobakterii, laktobacili a dalSich probiotickych mikroorganismt. Testovani probihd na
Katedfe mikrobiologie, vyzivy a dietetiky Ceské zemé&délské univerzity v Praze
(http://kmvd.agrobiologie.cz/). Nejprve je stanoven pocet zivych bun€k v okamziku uplynuti
zaruéni doby a nasledné je pfislusny probioticky kmen izolovan a identifikovan pomoci

fenotypovych a molekuldrné-genetickych metod. Vysledky jsou pravidelné zvefejiiovany
spole¢né s metodikou stanoveni, identifikace a charakterizace probiotickych mikroorganismt
(www.probiotika-prebiotika.cz). Testované vyrobky zahrnuji jogurty, dal$i mlééné kysané
vyrobky a lyofilizované preparaty ve formé kapsli a sackll. V podstaté vSechny mlé¢né kysané
napoje obsahovaly deklarované mnozstvi Lactobacillus casei. Podobné v jogurtech bylo
nalezeno dostatecné mnozstvi bifidobakterii. U lyofilizovanych preparati se zda byt vhodné&jsi
forma sackd, kde probiotické bakterie piezivaji 1épe neZ v Zelatinovych kapslich. Uspé&sné
testovanym vyrobkim udé€luje Spolecnost pro probiotika a prebiotika své logo. Nejnoveéji je
testovano selektivni stanoveni Bifidobacterium bifidum. Tento druh je dominantnim druhem u
kojenych novorozenct a je obecné povazovan za perspektivni probioticky mikroorganismus. Pti
selektivnim stanoveni Bifidobacterium bifidum je vyuzivana schopnost tohoto druhu vyuzivat
mucin jako jediny zdroj uhliku. Selektivnost média byla Uspésné vyzkouSena na sedmi
probiotickych lyofilizovanych preparatech.
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IDENTIFIKACE PROBIOTICKYCH BAKTERIi V DOPLNCICH STRAVY
A VAGINALNICH TABLETACH S VYUZITIM PCR

Spanova A.2°, Balogova P.”, Kristova M.°, Trachtova S.°, Videfiska P.2, Zovcakova M.°, Rittich B.2
& Masarykova univerzita, Prirodovédeckd fakulta, Kotlaiska 2, 611 37 Brno
besoké uceni technické v Brne, Fakulta chemicka, Purkynova 118, 612 00 Brno

Probiotika nachézeji uplatnéni v dopliicich stravy a farmakologickych preparatech. Vedle
kultiva¢nich postupti prikazu (identifikace) probiotickych bakterii 1ze pouzit i postupy zalozené
na analyze DNA. Cilem price bylo ovéfit vyuziti rodové a druhové specifickych PCR pfi
identifikaci probiotickych baktérii v komplexnich matricich doplikt stravy (10 vyrobki) a
vagindlnich tablet (5 vyrobkl). Nejprve byl vypracovan postup zpracovani jednotlivych matric a
ptipravy hrubych lyzati bakteridlnich bun€k v analyzovanych vzorcich. Z hrubych lyzatt bunck
byla izolovana DNA v kvalit¢ vhodné pro PCR pomoci neporéznich magnetickych poly(2-
hydroxyethyl methakrylat-co-glycidyl methakrylat) P (HEMA-co-GMA) mikrocastic pokrytych
karboxylovymi skupinami. Celkovd DNA, reversibiln¢ navazana na nosic, byla eluovana do TE
pufru a pouzita v PCR. Jako kontrola byla pouzita DNA isolovand metodou fenolové extrakce.
Pro identifikaci cilovych mikroorganismt byla pouzita PCR s primery specifickymi pro rody
Lactobacillus a Bifidobacterium a primery specifickymi pro jednotlivé bakteridlni druhy,
deklarované ve vyrobcich  (Lbc. acidophilus, Lbc. casei/paracasei, Lbc. rhamnosus,
Lcb. plantarum, B. animalis, B. bifidum, B. infantis, B. longum, Lbc.delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lbc. gasseri, Streptococcus thermophilus). U analyzovanych potravinovych doplikt byla
prokazéana ptitomnost baktérii deklarovanych rodii. Pfitomnost deklarovanych druhli v n¢kterych
vyrobcich nebyla prokazana. Pravdépodobné je to zplsobeno tim, Ze pro druhovou identifikaci
nebyla u vyrobctll pouzita metoda PCR, ale biochemické metody, které vykazuji shodu jen u 70%
ptipadi. Podobné tomu bylo i u vaginalnich tablet. Shodna identifikace bakteridlnich druht byla
prokazana u 1 vyrobku. V ostatnich tabletich nebyly nckteré druhy identifikovany nebo byly
identifikovany dal$i druhy, které nebyly ve vyrobku deklarovany. MiiZze to byt zplsobeno
technologii vyroby, kdy se pii vyrobé rtiznych vyrobkd pouziva stejné zafizeni. Druh Lbc.
acidophilus se nepodatilo detekovat v zadné tabletg.

Klic¢ova slova: probiotika, dopliiky stravy, vaginalni tablety, identifikace, PCR

Tato prace byla podporovana grantem 2B06053 MSMT CR a Vyzkumnym zamérem MSM
0021622415.




IDENTIFIKACE BAKTERIi POMOCI MALDI MS

Sedo O.

Vyzkumnd skupina Proteomika — Core Facility,
Mendelovo centrum genomiky a proteomiky rostlin,
Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC),
Masarykova Univerzita, Kamenice 5, 625 00 Brno

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice (MALDI MS,
Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass Spectrometry) se béhem poslednich let stala
jednou ze zakladnich metod uzivanych v bakterialni taxonomii. Pfedevsim rychlost provedeni
celé analyzy (fadoveé minuty) a schopnost rozliSovat bakteridlni vzorky na urovni druhu oteviely
metodé MALDI MS cestu do klinickych laboratofi, kde je v soucasnosti zavadéna jako
spolehlivy néstroj pro rutinni identifikaci bakterii.

Cilem této studie bylo zhodnoceni diskriminac¢nich schopnosti metody s ohledem na jeji

vyuziti pro identifikaci potencialné probiotickych kment izolovanych z gastrointestinalniho
traktu a z mléénych vyrobkd. Pro tento ucel byla vybudovana databaze hmotnostnich spekter 75
typovych/referenénich kmenti laktobacilii, bifidobakterii, laktokoki a pediokokii z Ceské sbirky
mikroorganismit (CCM). PouzZitelnost této databize byla testovana na zdkladé MALDI MS
analyzy 49 netypovych kmenli z CCM. Metoda poskytla nejednoznaény vysledek pouze u deseti
z téchto kmentl, prevazné zastupci geneticky ptibuznych druhti (napf. ze skupiny Lactobacillus
casei / paracasei / rhamnosus / zeae). Usp&snost identifikace se v téchto ptipadech podatilo
vyrazné zvysit upravami metody, zalozenymi na zménach v postupu pfipravy vzorku pro
MALDI MS analyzu a odlisném bioinformatickém zpracovani dat.

Metoda byla uspésné aplikovana na realnych systémech zahrnujicich nékolik stovek
1zolatl z klinického materidlu a potravinaiskych produkta.

Prace byla podporovéna z projekti ¢. MSM0021622415, LC06034 a 2B08068.




CHARAKTERIZACE NOVYCH DRUHU LAKTOBACILU A JINYCH BAKTERI{
MLECNEHO KVASENI Z TRAVICIHO TRAKTU SAVCU A HMYZU

Killer J.12, Kopeény J.}, Mréazek J.}, Koppova 1.}, Rada V.%, Kott T.3
YWUstav Zivocisné fyziologie a genetiky v.v.i., AV CR, Videriska 1083, Praha 4 - Kr¢
’Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, CZU v Praze, Kamyckd 129, Praha 6 - Suchdol

3V)52kumn)} ustav zivocisné vyroby v.v.i., Pratelstvi 815 Praha - Uhrinéves

Do skupiny probiotik, ktera jsou zjednodusené definovéna jako ,,potravni dopliky
obsahujici pfesn¢ definované zivé mikroorganismy majici prokazatelné pozitivni vliv na zdravi
hostitele a zlepSujici navic vyuzivani zivin“, nalezi ptedev§sim kmeny bifidobakterii, laktobacilii
a jinych bakterii mlééného kvaseni (druhy r. Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus), ale také
nepatogenni druhy bacili (napf. Bacillus coagulans), dale nepatogenni Escherichia coli,
Propionibacterium freudenreichii a eukaryota Vv podobé né&kterych druhi kvasinek
(Saccharomyces boulardi). Zda se, ze vyzkum probiotik je v souasné dob& zaméten na jiz
znamé druhy predev§im laktobacili a bifidobakterii. Vzristda tedy vyznam testovani
probiotickych vlastnosti jinych druhti bifidobakterii a bakterii mlééného kvaseni (ddle BMK),
stejné tak izolace dosud nepopsanych druhi potencialné vyuzitelnych nejen v humanni medicing,
ale také v chovech hospodafskych zvitat a v chovech hospodarsky vyznamného hmyzu (vcel a
¢melaka).

Nas vyzkum jsme zaméfili na izolaci bifidobakterii a BMK z traviciho traktu (dale jen
TT) dosud malo prozkoumanych Zzivocichi, tedy volné Zijicich hlodavct a hmyzu. Z traviciho
traktu hlodavcll (my$ domdaci a hrabo§ polni) se nam nepodafilo izolovat prostiednictvim
selektivniho mTPY agaru kmeny bifidobakterii, jen z TT potkana jsme izolovali a pomoci
molekularné-genetickych metod identifikovali nékolik pivodné lidskych kment bifidobakteri,
B. pseudocatenulatum a B. longum ssp. longum (pocet do 10° KTJ/g vykali). Oproti tomu jsme v
TT viech voln& Zijicich hlodavcil nalezli laktobacily v podtech 107-10° KTJ/g, které byly
prostiednictvim molekularné-genetickych metod identifikovany jako L. johnsonii a L. reuteri.
OvSem z TT mysi domaci i1 hraboSe polniho jsme izolovali n€kolik kment, jejichz homologie
16S rRNA genu (hlavniho fylogenetického markeru v bakteriologii) s ptibuznymi druhy byla
pouze < 97,4% (mezi jednotlivymi kmeny byla homologie 99,6-99,9%). Toto byla prvni indicie,
7e se jedna o novy druh laktobacila. Ze se skute¢né jedna o novy druh bylo potvrzeno sekvenaci
jinych fylogenetickych markertt u kmend z TT mysi i hrabose. V pfipadé markeru pheS (genu
kodujiciho alfa podjednotku fenylalanyl-tRNA syntazy) byla zjisténa nizka 85-88% homologie s
piibuznymi druhy r. Lactobacillus, obdobné nizké hodnoty homologie byly zjistény také u
ostatnich fylogenetickych markerd, a to u atpA genu (kddujiciho alfa podjednotku ATP syntazy),
rpoA genu (kodujiciho alfa podjednotku RNA polymerazy) ¢i hsp60 genu (kodujiciho ,heat
shock protein“ o velikosti 60 kDA). Odlisnost kmend od ptibuznych typovych druht byla
potvrzena také pomoci fenotypovych charakteristik (biochemickych testl). Pro novy druh jsme
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navrhli pojmenovani Lactobacillus muridarum sp. nov. podle latinského ,,muridae“-celed’
mySoviti.

ZTT vosy obecné jsme paradoxné¢ pomoci selektivniho média navrzeného pro
bifidobakterie (mTPY) izolovali kmeny kokovitych bakterii, jejichz sekvence 16S rRNA se
shodovala pouze z 95,2% s typovym kmenem Vagococcus salmoninarum. Ze se jedna o novy
druh nepocetného rodu Vagococcus (nalezejiciho mezi BMK) jsme potvrdili podobné jako
v predchozim pfipad¢ sekvenaci stejnych fylogenetickych markeri, které se pouzivaji nejen
Vv systematice laktobacili (atpA, pheS, rpoA, hsp60), ale také v systematice r. Enterococcus,
ktery je ptibuzny r. Vagococcus. U jednotlivych fylogenetickych markert jsme zjistili velmi
nizkou 76-83% homologii pouze s né€kterymi druhy enterokokt, nebot’ autofi popisujici nové
druhy vagokokl sekvence téchto markeri dosud nepouzili. Pro tento novy druh navrhujeme
pojmenovani Vagococcus entomophilum sp. nov., podle feckého ,.,entomon*“-hmyz a ,,philum*-
majici rado, tedy majici zalibeni v hmyzu.
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VYUZITI MAGNETICKYCH NANOCASTIC
PRO IZOLACI DNA Z PROBIOTICKYCH MLECNYCH VYROBKU

Trachtova S.2, Spanové A2 Kaman 0.2, Pollert E.2, Rittich B.>?
1Vysoké uceni technické v Brne, Fakulta chemicka, Purkynova 464/118, 612 00 Brno
2Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta, Tvrdého 14, 602 00 Brno
M yzikalni ustav AV CR v.v.i., Cukrovarnickda 10/112, 162 53 Praha 6

Magnetické separace predstavuji moderni metodu urychlujici a usnadiujici separaci a
purifikaci DNA v kvalité¢ vhodné pro pouziti jako matrice v amplifikacnich metodach. Tento
zpusob separace je vyhodny zejména pii praci s komplexnimi ¢i heterogennimi systémy.

Nanocastice manganatého peroskvitu Lal-xSrxMnO3, vzhledem ke svym vlastnostem,
jsou vhodné pro izolaci nukleovych kyselin. Cilem prace bylo ovéfit pouziti uvedenych
nanocastic pro izolaci DNA z probiotickych mléénych vyrobkii a dopliikt stravy. Reverzibilni
adsorpce DNA byla provadéna v prostfedi dvoufazového vodného systému obsahujiciho rizné
mnozstvi PEG 6000 a NaCl. Kvalita eluované¢ DNA byla ovéfena v PCR s primery specifickymi
pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus. Vyvinuty postup byl pouzit pro izolaci DNA z
probiotickych mléénych vyrobki s naslednou identifikaci pomoci PCR.

Dale byl studovan vliv nanoc¢astic manganatého peroskvitu La0.75Sr0.25MnO3 na PCR v
realném Case. Pro stanoveni vlivu magnetickych nosi¢li na Gc¢innost amplifikace DNA v PCR
byla pouzita smés DNA standardii a zndmého objemu nanocéstic v porovnani s DNA standardy
bez castic. Bylo prokdzano, ze nosi¢ neinterferuje v PCR.

Keywords: probiotické mlécné vyrobky, magnetické nanocastice, reversibilni adsorpce DNA,
polymerazova fetézova reakce
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ASSESSMENT OF CELL SURFACE PROPERTIES
OF TWO LACTOBACILLUS SPECIES
WITH DISTINCT EXOPOLYSACCHARIDE STRUCTURE

Gorska-Fraczek S.%, Sandstrom C.”, Kenne L.°, Rybka J.2, Strus M.¢, Heczko P.°, Gamian A.%¢

4L. Hirszfeld Institute of Immunology and Experimental Therapy,
Polish Academy of Sciences, Weigla 12, 53-114 Wroctaw, Poland;

"Department of Chemistry, Swedish Univ. of Agricultural Sciences,
P. O. Box 7015, SE-750 07 Uppsala, Sweden

“Chair of Microbiology, Jagiellonian Univ. Medical College,
Czysta 18, 31-121 Krakow, Poland

dDepartment of Medical Biochemistry, Wroctaw Medical University,
Chatubinskiego 10, 50-368 Wroctaw, Poland

Lactobacilli produce a broad range of extracellular polysaccharide (EPS). It’s a term that
refers to three types of secreted polysaccharides — capsular (CPS), loosely unattached material
(further referred to as EPS) and slime polysaccharide. In view of structure EPS form lactobacilli
can be subdivided into two groups: homopolysaccharides (HoPS) and heteropolysaccharide
(HePS). Bacteria produce these biopolymers through the activity of extracellular
glycosyltransferases. It has been shown that the exopolysaccharides from LAB change the
adhesion of pathogenic bacteria to intestinal mucus altering the host’s gut microflora
(Voravuthikunchai et al. 2006, Vesterlund et al. 2006). Therefore, there is much interest in
understanding how the structure and 3D-shape of EPSs influence their ability to inhabit such
environments. There are also a growing number of publications reporting on the use of purified
exopolysaccharides as immunostimulating substances in experimental therapy (Vinderola et al.
2006, Cinquin et al. 2006).

In the present work we report the structure of the neutral exopolysaccharide produced by
Lactobacillus rhamnosus strain KL37B isolated from the feces of a healthy human newborn a
few days after delivery. This strain was isolated from the feces of a newborn in a coaggregating
cluster of four strains, namely KL37A-D (Strus et al. 2001). Strains KL37A, C and D were
found to be similar and appeared to have the same exopolysaccharide. The representative one,
KL37C, was selected previously for studies of the exopolysaccharide structure and surface
properties (Strus et al. 2001, Lipinski et al. 2003). The strain KLL37B appeared to be a different
entity and its surface properties and EPS structure are subjects of this presentation.

Voravuthikunchai SP, Bilasoi S, Supamala O. 2006. Anaerobe, 12: 221-226

Vesterlund S, Karp M, Salminen S, Ouwehand AC. 2006. Microbiology, 152:1819-1826

Vinderola G, Perdigon G, Duarte J, Thangavel D, Farnworth E, Matar C. 2006. Immunobiology,
211:149-156.

Cinquin C, Le Blay G, Fliss I, Lacroix CFEMS. 2006. Microbiol. Ecol., 57:337-339.

Strus M, Marewicz E, Kukla G, Ruranska-Smutnicka D, Przondo-Mordarska A, Heczko BP.
2001. Microbial Ecol Health Dis., 13:240-245

Lipinski T, Jones C, Lemercinier X, Korzeniowska-Kowal A, Strus M, Rybka J, Gamian A,
Heczko PB. 2003. Carbohydr Res., 338:605-9
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DOPLNKY STRAVY A ALERGIE

Bé&lohlavkova S., Fuchs M.
Immuno-flow, s.r.o., Praha 9

Dopln¢k stravy je potravina, jejimz ucelem je dopliovat béznou stravu a kterd je
koncentrovanym zdrojem vitamini a mineralnich latek nebo dalSich latek s nutricnim nebo
fyziologickym ucinkem. V aktualné platné legislative, tykajici se jejich oznaCovani a pouziti, je
jasn¢ stanoveno, ze doplnkim stravy nesmi byt pfisuzovany vlastnosti tykajici se prevence,
1é¢by nebo vyléceni lidskych onemocnéni. Pres tato omezeni jsou dopliiky stravy svymi vyrobci
a prodejci velmi hojné doporucovany v 1é¢b¢ a prevenci fady stavil.

V oblasti terapie a prevence alergickych onemocnéni a ekzému patii mezi nejcastéji
zminované a doporucované nejriznéj$i bylinné pripravky, fasy, glukany a vytazky z hub,
extrakty z Aloe vera, obilné piipravky, dale pak bovinni kolostrum, vytazky z ryb, nukleotidy a
vitaminy. Ze zavéru dosud publikovanych studii nicméné — nikoli piekvapiveé — nevyplyva, ze by
nckteré zuvadénych preparati skutecné mohly mit zisadni vliv na vznik nebo pribch
alergickych onemocnéni, snad s vyjimkou né¢kterych bylin a glukanti. Pfesto jsou nasSimi
pacienty pouzivany ve velmi hojné mife a rodiny nemocnych do jejich koupé investuji az
nesmyslné ¢astky. Kromé toho, ze vétSina téchto doplnkl stravy nepoméha, mohou jednoznacné
1 Skodit, naptiklad v situaci poddvani koziho mléka jako nahrady u alergie na bilkoviny
kravského mléka, dale pak moznym vyvoldnim senzibilizace, pfimym toxickym ucinkem nebo
interakcemi s podavanymi léky.

Skupinou dopliki stravy, kterd se jevi byt v prevenci a 1é¢bé alergickych onemocnéni
relativné slibnou, jsou probiotika a zejména prebiotika. V soucasné dob¢ neni podavani pre-
nebo pro-biotik jako skupiny soucasti zadnych mezinarodnich doporu¢eni pro vyzivu 1. roku
Zivota s cilem snizit vyskyt alergickych onemocnéni. Stejné tak neni v soucasnosti povaZzovano
za vhodné doporucovat pre- nebo probiotika jako skupinu jako soucést standardni terapie
alergickych onemocnéni. Pfesto existuje fada slibnych vysledkd studii, dle kterych se zda, ze
nckterd prebiotika a probiotika mohou mit vliv na ¢asnou manifestaci zeyména atopického
ekzému. V hodnoceni mozného efektu prebiotik a probiotik na vyskyt alergickych onemocnéni
je zcela zasadni, jaka probiotika nebo prebiotika byla pouzita, v jakych davkach a s jakou
frekvenci, je tfeba hodnotit délku podavani, zda se jednalo o populaci donoSenych C¢i
nedonoSenych déti, o déti s rizikem rozvoje atopie €1 nikoli a je tfeba odliSovat také mezi typem
provadénych studii. DiileZitou otazkou je i Cas, ve kterém je provedeno vyhodnoceni, kdy v fadé
pfipadli plivodné slibny efekt na prevenci alergickych onemocnéni v €asném véku neni
pozdéjSim prehodnocenim jednoznaéné potvrzen.
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PROBIOTIKA V PREVENCI ATOPICKE DERMATITIDY —
JE PROKAZAN POZITIVNI UCINEK?

Novakova D.}, Paulova M.Z, Burianova I.2, Capkové §.3
YKlinika nukledrni mediciny a endokrinologie 2. LF UK a FN Motol
2Novorozenecké oddéleni FTN Kr¢
Détské kozni oddéleni 2. LF UK a FN Motol

Atopické dermatitida (AD) je nejcastéjsi chronické zanétlivé kozni onemocnéni v détstvi.
Klinicky je onemocnéni charakterizovano jako sucha klize a nezvladnutelné svédéni. Incidence
AD v primyslovych zemich béhem poslednich tfech desetiletich neustale nartista.

Hlavni pficina AD neni jesté vyjasnéna. Zda se, Ze je vysledkem slozitych interakci mezi
genetickymi a environmentalnimi faktory, které vedou jednak k poruseni epidermalni
diferenciace, poruse epidermdlni bariérové funkce a také k dysbalanci imunitniho systému. Je
zvazovano, ze na manifestaci onemocnéni se podili absence expozice mikrobiim v raném détstvi
(hygienické hypotéza).

Mezi environmentalni faktory, které mohou ovlivnit AD, lze zahrnout i bakterialni
podnéty. Specifické mikrobidlni kmeny (probiotika) se mohou podilet na prevenci i 1€cbé AD.
Utinky probiotickych bakterii zahrnuji stabilizaci stfevni bariéry, stimulaci produkce stfevniho
IgA a modulaci specifické a nespecifické imunitni odpovédi na faktory Zivotniho prostiedi jako
jsou alergeny.

Autofi studii, které byly publikovany v poslednim roce, i1 ptes fadu pozitivnich vysledkd,
dosazenych pomoci probiotik jak v prevenci, tak i v1écbé AD, uzaviraji Casto sva sdéleni
opatrnym nazorem, Ze U¢inek probiotik nebyl jednoznaéné prokazan.

Nas nazor je, ze vzhledem k tomu, Ze atopicka dermatitida je komplexni onemocnéni,
neni mozné dosdhnout v primarni prevenci zamezeni manifestace onemocnéni a v sekundarni
prevenci projeviim onemocnéni. Dosazeni alesponn ¢asteénych uspéchti je jist€ velmi pozitivni
vysledek.

Velkou vyhodou 1é€by pomoci probiotik je fakt, Ze probiotika nemaji Zadné vyznamné
vedlejsi ucinky. Probiotika maji vétSinou garantovan tzv. GRAS status (generally regarded as
safe). U zdravych jedinci je translokace probiotik raritni, translokace je mozna pouze u
imunokompromitovanych pacientd.
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PROBIOTICKY SYR A LANOVE SEMENO
AKO POTENCIALNE IMUNOMODULATORY

Mudronova D., Nemcova R., Révajova V., Pistl J., Gancarcikova S.,
Koscova J., Buleca V., Scirankova L.

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie, Kosice, Slovenska republika

Tvrdy syr sa javi ako vel'mi dobry nosi¢ pre probiotické baktérie. Rovnako ako probiotika
aj polynenasytené mastné kyseliny (PNMK) st zndme svojimi imunomodula¢nymi
vlastnostami. Z tychto doévodou sme v experimente na prasatach sledovali vplyv aplikécie
probiotického syra a 'anového semena ako zdroja omega-3 PNMK na imunitni odpoved’. Pre
experiment bolo pouzitych 88 Klinicky zdravych prasiatok, ktoré boli rozdelené do 4 skupin. Od
10. dina pred odstavom dostavali prasiatka v kontrolnej skupine kontrolny syr obsahujuci
slnecnicovy olej, v skupine L probioticky syr a slne¢nicovy olej, v skupine MK kontrolny syr a
drvené l'anové semeno a v skupine LMK probioticky syr a drvené 'anové semeno. Z kazdej
skupiny bolo ndhodne vybranych 6 zvierat, u ktorych bola sledovana celkova a lokalna ¢revna
celularna imunitnd odpoved. V periférnej krvi a jejunalnych Peyerovych plakoch (PP) bolo
sledované zastipenie subpopulacii lymfocytov. Celkova imunitnd odpoved’ bola posudzovana aj
na zaklade fagocytarnej aktivity, oxidativneho vzplanutia a proliferacie lymfocytov.

Kym vdenn odstavu neboli zistené signifikantné rozdiely v zastipeni jednotlivych
populacii lymfocytov (CD45, CD4, CD8, CD3 and CD21) izolovanych z jejunalnych PP, na 7.
dent po odstave bolo zaznamenané signifikantne vysSie percentualne zastipenie T-lymfocytov
(CD3+, CD4+, CD8+) v L aMK skupinach v porovnani s LMK skupinou (p<0,05 — 0,001).
Naopak, zastipenie CD21+ bolo signifikantne vyssie v LMK skupine v porovnani so vSetkymi
ostatnymi skupinami (p<0,01 — 0,001). V skupine MK na 7. a2l. den po odstave bola
zaznamenana signifikantne zniZend fagocytarna aktivita oproti kontrole. Oxidativne vzplanutie
fagocytov a proliferacia lymfocytov neboli signifikantne ovplyvnené. Percentualne zastipenie
CD3+ lymfocytov v LMK aL skupinach a CD21+ lymfocytov v LMK skupine bolo
signifikantne zvySené na 7. dei po odstave oproti hodnotam v den odstavu. Pomer CD4:CD8 bol
rovnako zvySeny v LMK aL skupindch. Na druhej strane, v kontrolnej skupine doslo
k signifikantnému znizeniu ako CD3+ a CD21+ lymfocytov, tak aj pomeru CD4:CD8 na 7. den
oproti odstavu. Ako vyplyva z uvedenych vysledkov, zd4 sa, ze kombinéacia l'anového semena
a laktobacilov mala stimulacny vplyv predovsetkym na CD21+ lymfocyty.

Tato publikacia bola vytvorena realizaciou projektu SK0021 spolufinancovaného z
finanéného mechanizmu EHP, noérskeho finanéného mechanizmu a Statneho rozpoctu SR
a projektu ,,INFEKTZOON — Centrum excelentnosti pre nakazy zvierat a zoondzy*, ITMS kod:
26220120002, na zaklade podpory operacného programu Vyskum a vyvoj financovaného
z Europskeho fondu regionalneho rozvoja
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VPLYV NATURALNYCH LATOK
NA INTERAKCIE PROSPESNYCH MIKROORGANIZMOV
A PATOGENOV TRAVIACEHO TRAKTU

Nemcova R., Mudronova D., Gancarcikova S., Kos¢ova J., Borovska D., Buleca V., Pistl J.

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie, Kosice, Slovenska republika

V celosvetovom meradle sa do popredia dostava vyskum a vyvoj novych metod
biotechnologického a naturdlneho charakteru, ktoré svojim komplexnym tc¢inkom v maximalnej
miere moézu zefektivnit' prevenciu chordb l'udi a zvierat prostrednictvom stabilizacie
fyziologickej funkénosti biologickych bariér ekosystému traviaceho traktu. Biologické bariéry
traviaceho traktu, medzi ktoré patri aj autochtéonna mikroflora, predstavuju prvotni ochranu
organizmu pred negativnymi vplyvmi prostredia a preto ich sofistikovanou modulaciou mozno
prispiet’ k zniZeniu miery zdravotnych rizik.

V modelovom experimente Vv gnotobiotickych podmienkach sme S$tudovali vplyv
aplikacie l'anového oleja (zdroj PNMK) na interakcie E. coli O8:K88ab:H9 a Lact. plantarum —
Biocenol™ LP96 v ¢revnom trakte ciciakov, pricom sme sa zamerali na sledovanie vplyvu
I'anového oleja na pocty Lact. plantarum v ¢reve prasiat a na inhibi¢nt aktivitu Lact. plantarum
voci adherencii E. coli na ¢revni mukézu. V porovnani so skupinou zvierat, ktorej bol
aplikovany samostatny Lact. plantarum, pocty laktobacilov adherovanych na mukozu jejuna a
ilea ako aj v érevnom obsahu boli signifikantne vyssie v skupine s pridavkom lanového oleja
(p<0.0001). Medzi skupinové porovnanie poc¢tov E. coli K88 adherovanych na ¢revni mukozu
jejuna ailea poukazalo na ich signifikantné znizenie v skupine Lact. plantarum + Tanovy olej
(p<0.001; p<0.05). Ziskané¢ vysledky naznacuju tucast PNMK Tanového oleja v mechanizme
adherencie Lact. plantarum — Biocenol™ LP96 na ¢revna mukézu. Stimulacny efekt PNMK
l'anového oleja na adherenciu a poéty Lact. plantarum mal za nasledok signifikantne vyssiu
inhibi¢nu aktivitu Lact. plantarum voci adherencii E. coli O8:K88ab:H9 na ¢revni mukozu
gnotobiotickych ciciakov.

V experimente v konvenénych podmienkach sme sledovali vplyv probiotickych baktérii
Lactobacillus plantarum — Biocenol™ LP96 a Lactobacillus fermentum — Biocenol™ LF99
alanového semena na pocty vybranych baktérii GIT u odstav€iat. Zistili sme, Ze aplikacia
laktobacilov a l'anového semena ako zdroja kyseliny alfa-linolénovej a vlakniny preukazala
stabilizaciu rovnovahy ¢revnej mikroflory u odstavciat co sa prejavilo pozitivhym ovplyvnenim
pomeru prospesnych LAB ku koliformnym baktéridam pocas sledovaného obdobia. Zatial’ co na
treti dent po odstave bol tento efekt preukazateny v skupine zvierat, ktorym boli aplikované
laktobacily, mikrobiologické vySetrenie obsahu jejuna, ilea, kolona, céka a trusu na siedmy deni
po odstave poukazalo na signifikantné zvysenie pomeru LAB: koliformné baktérie v skupine
s lanovym semenom aV kombinovanej skupine s lanovym semenom a probiotickymi
laktobacilmi.
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Téato publikdcia bola vytvorend realizaciou projektu SKO0021 spolufinancovaného z
finan¢ného mechanizmu EHP, noérskeho finanéného mechanizmu a Statneho rozpoctu SR
a projektu ,,INFEKTZOON — Centrum excelentnosti pre nakazy zvierat a zoondzy*, ITMS kod:
26220120002, na zéklade podpory operacného programu Vyskum a vyvoj financovaného
Z Europskeho fondu regionalneho rozvoja.
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VYSKYT ALARMINU HMGB1 V TENKEM STREVE A PLASME
GNOTOBIOTICKYCH SELAT INFIKOVANYCH STREVNIMI PATOGENY

Splichal 1., Splichalova A., Chmelafova P., Trebichavsky 1.
Sektor imunologie a gnotobiologie, Mikrobiologicky tistav AV CR, v.v.i., Novy Hradek

Exogenni molekularni  struktury  charakteristické pro patogeny/mikroorganismy
(PAMP/MAMP) a endogenni alarminy patii do skupiny molekul, které jsou oznacované jako
molekuly souvisejici s poskozenim (DAMP). Jsou rozliSovany fylogeneticky konzervovanymi
receptory (PRR). Alarmin high mobility group box 1 (HMGBI1) je nezbytny pro spravnou
strukturu DNA a transkripci a nachazi se ve vSech jadernych bunkach. Mimo bunku mutze byt
uvolnovany pasivné pii poskozeni bunck nebo aktivné sekreci stimulovanymi buiikami. Vyznam
jeho vyskytu v séru nebo plasmée jako pozdniho markeru sepse byvé ¢asto zpochybniovan.

Jeden tyden stard gnotobiotickd selata byla perordlné infikovédna stfevnimi bakterialnimi
patogeny S. Typhimurium nebo E. coli O55. Dalsi skupina selat byla kolonizovana probiotickou
E.coli Nissle 1917. 24 hodin po infekci byly stanoveny transkripce HMGBL1, interleukinu (IL) 8,
faktoru nekrotizujiciho nadory (TNF-a) a IL-10 vileu a vyskyt téchto cytokinii na urovni
proteinti v tenkém stfevé a plasmé. Transkripce HMGBI neni na rozdil od srovnavanych
cytokini indukovatelna infekei. Infikovand selata méla vysoké hodnoty HMGBI1 ve strevé
Vv souladu se stanovenymi cytokiny a klinickym stavem selat (malatnost, nechutenstvi, prijjem).
ZvySeny nalez cytokinli v plasmé infikovanych selat koreloval s jejich celkovym zdravotnim
stavem a zavaznosti infekce.

Tato prace byla podporovana granty MSMT ME 915, GA CR 523/07/0572 a
institucionalnim vyzkumnym zamérem MBU AV CR, v.v.i. AV0Z50200510.
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EXPERIMENTALNA STUDIA MODULACNEHO UCINKU PROBIOTICKEHO
KMENA L. PLANTARUM A BIOAKTIVNYCH SUBSTANCII
NA MIKROFLORU KOLONU POTKANOV

Strojny L., Bomba A., Hijova E., Bertkova I., Chmelarova A.,
MojziSova G., Petrasova D., Koprovicova J.
Ustav experimentdlnej mediciny, Lekdrska fakulta, Univerzita Pavia Jozefa Saférika v Kosiciach

vvvvvv

substancii-inulin obohateny o oligofruktéozu, lanovy olej so zvySenym obsahom n-3
polynenasytenych mastnych kyselin na mikrofloru kolénu pri experimentdlne vyvolanej
karcinogenéze potkanov. Na pokus sme pouzili 60 zvierat plemena Wistar, ktoré sme rozdelili do 5
skupin. Jednotlivé skupiny dostavali pocas celého pokusu krmivo kazdy den v nasledovnom zlozeni:
1. skupina kontrola K: krmivo s obsahom 10% slne¢nicového oleja.
2. skupina PRO: krmivo s 10% obsahom sIne&nicového oleja a L. plantarum 1x10% m.
3. skupina PRO-PRE: krmivo s 10% obsahom slne¢nicového oleja obohatené o inulin a
oligofruktozu v davke 2% na kg krmiva a L. plantarum 1x10°/ml.
4. skupina PRO-O: krmivo s 10% obsahom slne¢nicového oleja obohatené o Tanovy olej
v davke 2% na kg krmiva a L. plantarum 1x10°/ml.

Dva tyzdne po zapocati experimentu sme 2.-5. skupine podali injekéne 1,2
dimetylhidrazin v davke 20 mg/1x tyzdenne, celkovo 2x. Pokus trval 8 tyzdnov. Pri analyzach
sme sledovali efekt uc¢inku L. plantarum a jeho kombinacii s inulinom a lanovym olejom na
stanovenie celkového poctu baktérii mlie¢neho kvasenia a koliformnych mikroorganizmov.
Sticasne sme v ¢revnom obsahu stanovovali hladiny aktivit bakteridlnych enzymov
a organickych kyselin (octova, propionova a maslova). Dosiahnuté vysledky sme porovnavali
oproti kontrolnym skupindm zvierat.

Dosiahnuté vysledky:

Hodnoty pH obsahu koléonu boli v skupine PRO-PRE nesignifikantne niz§ie oproti
kontrole. Statisticky vyznamné zniZenie hodnot pH (p<0,001) sme zistili v skupine PRO-O.

Mierny narast celkového poctu baktérii mliecneho kvasenia sme zistili v pokusnej
skupine PRO. Statisticky vyznamne (p<0,05) hodnoty narastu po¢tu baktérii mlie¢neho kvasenia
sme zaznamenali v skupine PRO-PRE aPRO-O. Signifikantné znizenie (p<0,05) poctu
koliformnych baktérii sme zistili v skupine PRO-PRE, PRO-O a PRO.

Signifikantne nizke hodnoty (p<0,001) enzymatickej aktivity ¢revnych enzymov (B-
glukuronidaza, B-glukozidaza, a-glukozidaza) sme zaznamenali v skupine PRO, PRO-PRE
a PRO-O oproti kontrolnej skupine.

Hodnoty hladin organickych kyselin boli u vSetkych skupin niZSie oproti kontrole, ale
hodnoty medzi skupinami poukazali na rozdiely. NajvysSie namerané hodnoty hladin kyseliny
octovej, propionovej maslovej sme zistili v skupine PRO-O. Nizsie hodnoty boli v skupine PRO-
PRE a PRO.
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ORALNI PODAVANI ANTIGENU Z PARABACTEROIDES DISTASONIS MIRNI
ROZVOJ EXPERIMENTALNIHO STREVNIHO ZANETU OVLIVNENIM IMUNITNI
ODPOVEDI A SLOZENI MIKROFLORY

Kverka M.}, Zakostelska Z.2, Klimesova K.}, Sokol D.}, Hudcovic T.2, Hréit T.2, Rossmann P.L,
Mrézek J.2, Kopeeny J.2, Verda E.F.%, Tlaskalova-Hogenova H.!

1Mikr0biologick)5 ustav AV CR, v.v.i., Praha a 2Novy Hradek,
3 Ustav Zivocisné fyziologie a genetiky AV CR, v.v.i., Praha,

*Farncombe Family Digestive Health Research Inst., McMaster Univ., Hamilton, ON, Canada

Komenzalni bakterie jsou schopny ménit odpoveéd slizni¢niho imunitniho systému
hostitele. V této praci ukazujeme, Ze oralni podavani komponent stfevniho komenzala —
Parabacteroides distasonis — mySim kmene BALB/c, dokaze snizit tizi akutniho i chronického
experimentalniho stfevniho zanétu indukovaného dextran sulfaitem sodnym (DSS). Membranova
frakce P. distasonis (mPd) chranila pfed vzestupem lokalni produkce prozanétlivych cytokint
Vv prib&hu zanétu, indukovala produkci sérovych protilatek namitfenych proti mPd a stabilizovala
slozeni stfevni mikroflory. Tento ochranny efekt nebylo mozné pozorovat u imunodeficitnich
SCID mysi, coz podtrhuje vyznam ucasti adaptivni imunitni odpovédi. Nase vysledky naznacuji,
ze komponenty izolované z komensalni bakterie P. distasonis by mohly byt pouzitelné pti vyvoji
novych terapeutickych néstrojii pro 1écbu chronickych zanétlivych onemocnéni, jakymi jsou
idiopatické stfevni zanéty. Podpofeno granty KIB500200904, S500200572 a 310/08/HO77.
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NEONATAL COLONIZATION OF MICE WITH PROBIOTIC BACTERIA:
IMPACT ON SYSTEMIC SENSITIZATION TO AEROALLERGEN BET V' 1

Schwarzer M., Repa A%, Schabussova I.*, Sratkova D., Daniel C.2, Pot B2, Stépankova R.,
Hudcovic T.}, Hrneir T.2, Tlaskalova-Hogenova H.%, Wiedermann U.* Kozakova H.*

YInstitute of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Department of Immunology and Gnotobiology, Prague, Czech Republic
University Children's Hospital Vienna, Department of Neonatology, Vienna, Austria
®Institute Pasteur de Lille, Center for Infection and Immunity of Lille, Lille, France

*Medical University of Vienna, Department of Specific Prophylaxis and Tropical Medicine,
Vienna, Austria

Objectives:

It is generally accepted that administration of certain lactic acid bacteria strains is able to
modulate the Thl/ Th2 bias towards non-allergic Thl/ Treg response after subsequent
sensitization and that these properties are strictly strain specific.

Methods:

Recombinant Lactobacillus plantarum NCIMB8826 harboring plasmid pMEC181 with
Bet v 1 gene under lactatedehydrogenase promotor, control Lactobacillus plantarum harboring
empty plasmid and Bifidobacterium longum ssp. longum RB25P were used. Ex-germ-free
neonatally colonized mice were sensitized at 8 weeks of age with three injections of 1 pug Bet v
1/ Alum. Experiment was finished seven days after the last injection. Cytokine levels in spleen
and mesenteric lymph nodes supernatants were measured as well as the specific Bet v 1 1gG1,
1gG2a, IgA and IgE antibodies and total IgE in sera. Immunomodulatory effects of recombinant
Lactobacillus plantarum and Bifidobacterium longum ssp. longum were tested in vitro on TLR2
and TLR4 transfected HEK293 cells and on mouse bone-marrow derived dendritic cells
(BMDC).

Results:

a) In vivo: Recombinant Lactobacillus plantarum induced Thl/ Treg bias upon systemic
sensitization, whereas control Lactobacillus plantarum had no effect. Bifidobacterium
longum ssp. longum induced clear Treg response bias with downregulation of Bet v 1
specific antibodies and cytokines.

b) In vitro: Bifidobacterium longum ssp. longum and control Lactobacillus plantarum
showed strong stimulation of TLR2, control Lactobacillus plantarum stimulated also
TLR4. While control Lactobacillus plantarum induced strong cytokine production and
maturation of BMDC, Bifidobacterium longum ssp. longum showed only moderate effect.
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Conclusion:

We speculate that strong Th1l inducers like Lactobacillus plantarum are able to modulate
the systemic sensitization in vivo only when administrated together with the allergen. On the
other hand, moderately stimulating probiotics such as Bifidobacterium longum ssp. longum are
able to suppress the sensitization in a different way by inducing Treg bias.
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