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BENEFICIAL MODIFICATION OF THE HUMAN INTESTINAL MICROFLORA
USING ORALLY ADMINISTERED LACTIC ACID BACTERIA

FERENCIK M, EBRINGER L, MIKES Z, JAHNOVA E, CIZNAR I

PROSPESNA MODIFIKACIA CREVNEJ MIKROFLORY CLOVEKA PERORALNE PODAVANYMI
BAKTERIAMI MLIECNEHO KYSNUTIA

Abstract

Ferencik M, Ebringer L, Mikes Z, Jahnova E, Ciznar I:
Beneficial modification of the human intestinal microflora
using orally administered lactic acid bacteria
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Lactic acid bacteria in food can transiently colonize the in-
testine and exert health beneficial (probiotic) effects. These
include: 1. Lactose digestion, improvement of diarrheal di-
sorders (including traveller’s diarrhea), prophylaxis of intes-
tinal and urogenital infections — as a result of formation or
reconstruction of a balanced indigenous microflora. 2. Inhi-
bition of the mutagenicity of the intestinal contents and re-
duction of the incidence of intestinal tumours. 3. Immuno-
modulatory effects resulting in the improved host resistance.
4. Depression of the serum cholesterol level. The most of the-
se effects were observed in a group of adult subjects admi-
nistered daily by a lyophilized Enterococcus faecium M-74 in
the form of wafles (Dr. Ebi) during nine weeks of a double
blind placebo controlled clinical trial. The bacterium tempo-
rarily colonized the host intestine and its secretion in stool
persisted for six weeks after the last dose. The mean activi-
ties of B-D-glucuronidase in stools of subjects given waffles
containing enterococci were reduced comparing to stools of
placebo subjects. After six weeks of daily eating the waffles
with enterococci, an increased production of superoxide and
other reactive oxygen intermediates by peripheral neutrop-
hils was observed. The increase corresponded in time with an
elevated formation of IgG by peripheral blood mononuclear
cells after polyclonal activation with mitogenes. Higher acti-
vities of myeloperoxidase and elastase in peripheral neutrop-
hils were also ascertained during eating of waffles contai-
ning of E. faecium M-74. Hence, intake of E. faecium M-74 in
the form of waffles may have an significant immunostimula-

Abstrakt
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davanymi baktériami mlie¢neho kysnutia
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Baktérie mlie¢neho kysnutia nachadzajiuce sa vo funkénych
pozivatinach moézu prechodne kolonizovat traviaci trakt a preu-
kazovat zdravotne prospesné (probiotické) ucinky. Medzi ne
patri: 1. Schopnost metabolizovat laktézu, upravovat hnackovi-
té stavy (vratane “cestovnej hnacky”), profylaxia ¢revnych
a urogenitalnych infekcii — ako vysledok utvorenia alebo re-
konstrukcie prospesnej rovnovahy v ¢revnej mikroflére. 2. In-
hibicia mutagénnych uc¢inkov ¢revného obsahu a znizeny vy-
skyt nadorov traviaceho traktu. 3. Imunomodulaéné ucinky
vyustujuce do zlepSenej rezistencie hostitela. 4. ZniZenie hla-
diny sérového cholesterolu. Vac¢sina z tychto ucinkov sa pozo-
rovala v skupine dospelych osdb, ktoré denne dostavali lyofili-
zovany Enterococcus faecium M-74 formou oblatkovych rezov
(Dr. Ebi) pocas 9 tyzdiov v dvojito zaslepenej klinickej $tadii
kontrolovanej placebom. Tento kmen postupne kolonizoval tra-
viaci trakt hostitela a jeho sekrécia v stolici pokracovala este
aj 6 tyzdiov po poslednej davke. V stolici oséb, ktoré jedli
rezy obsahujuce enterokoky, boli priemerné aktivity B-D-glu-
kuronidazy vyznamne nizSie ako v stolici os6b placebovej
skupiny. Po 6 tyzdioch dennej konzumacie enterokokovych re-
zov sa zistila zvySena priemerna produkcia superoxidu a inych
intermediatov kyslika periférnymi neutrofilmi. Toto zvySenie
¢asovo korespondovalo so zvySenou tvorbou IgG periférnymi
krvnymi mononuklearnymi bunkami po ich polyklonovej akti-
vacii mitogénmi. Osoby konzumujuce oblatkové rezy s entero-
kokmi mali zvySené priemerné aktivity myeloperoxidazy
a elastazy v periférnych neutrofiloch. To dokazuje, Ze pravi-
delny privod E. faecium M-74 formou oblatkovych rezov moze
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tory effect on both phagocytosis performed by neutrophils
and antibody production. (7ab. 6, Ref. 29.)

Key words: probiotics, Enterococcus faecium M-74, immu-
nostimulation, INT-reduction, lysosomal enzymes, IgG pro-
duction.

Crevna mikrofléra méZe na hostitela posobit prospesne alebo
naopak skodlivo. Hlavnymi zlozkami, ktoré¢ vedi medzi sebou
neustaly “trialdg”, si ¢revné baktérie, Crevny epitel a miestny imu-
nitny systém — lymfoidné tkanivo zdruzené s ¢revom — GALT
(gut-associated lymphoid tissue). Funkéné poruchy v tomto sys-
téme mozu navodif patogénne mikroorganizmy, peroralne poda-
vané Sirokospektrové antibiotika alebo imunosupresivne prepara-
ty, toxické latky nachadzajuce sa v potrave a v neposlednom rade
aj stresové situacie. Dnes sa poklada za dokazané obojsmerné viac-
nasobné prepojenie medzi neuroendokrinnym a imunitnym sys-
témom (Ferencik a spol., 1998). Psychicky stav kazdého jedinca
potom méze ovplyviovat aj jeho celkové a lokalne imunitné ob-
ranné mechanizmy.

V traviacom ustrojenstve zdravého ¢loveka sa hlavny podiel
mikroorganizmov nachadza v hrubom ¢reve, kym zaludok a hor-
na Cast tenkého Creva je zvycajne sterilnd. Odhaduje sa, Ze ¢revo
dospelého ¢loveka obsahuje asi jeden kg mikroorganizmov, naj-
mé baktérii, ktoré su prislusnikmi najmenej 400 rdznych druhov
(Savage, 1977; Fuller, 1989; Berg, 1996). Okrem aerdbnych dru-
hov je tu mnohonasobne (100—1000-krat) viac anaerdbnych
druhov.

Druhové zlozenie baktérii pocas vyvinu jedinca sa meni. Za-
visi od veku, diéty, ekologickych a hygienickych pomerov, ako aj
od stresovych situacii. V ¢reve dojciat sa ako prvé objavuju bak-
térie a to najméd Escherichia coli, Clostridium sp., Streptococcus
sp., Lactobacillus sp., Bacteroides, sp., Bifidobacterium sp. a En-
terococcus faecium.

Velky vyznam sa pripisuje najmé baktériam mlie¢neho kys-
nutia (Rotimi a Duerden, 1981), ako su laktobacily, streptokoky,
bifidobaktérie a enterokoky, ktoré maju schopnost skvasovat mliec-
ny cukor (laktézu) a iné cukry na kratkoretazcové karboxylové
kyseliny (mlie¢nu, octovii, propiénovi, maslovi), produkuji vi-
tamin K a dalSie vitaminy potrebné pre hostitela, su schopné de-
hydroxylovat a dekonjugovat zl¢ové kyseliny. Tym brania ich pre-
mene na fekalne sekundarne zl¢ové kyseliny, o ktorych je zname,
Ze sa zucastiuju na patogenéze vzniku rakoviny hrubého Creva.
St schopné premienat bilirubin na urobilinogén a cholesterol na
koprostanol, ¢im zniZuju moznost jeho resorpcie z traviaceho traktu
(Marteau a Rambaud, 1993; Falk a spol., 1998). Baktérie mliec-
neho kysnutia utvaraju v ¢reve mikroprostredie, ktoré brani po-
mnozeniu nielen patogénnych druhov, ale aj r6znych hnilobnych
a inych menej prospesnych baktérii. Obsadenim adhezivnych re-
ceptorov na epitelovych bunkach znemoziuju prichytenie pato-
génnych mikroorganizmov na povrch sliznice a ich penetraciu do
tkaniva. Tieto prospesné baktérie sa vSak pocCas ontogenetického
vyvinu z ¢reva stracaju a u starSich oséb je ich uz vyrazne malo.
Nahradzaju ich iné pre zdravie jedinca menej vyhodné druhy. Na
zaklade toho sa predpoklada, Ze na procesoch starnutia sa vyz-
namne zudastiiuje akumuldcia chronickych infekcii a latentnych
toxik6z navodenych najmé nevhodnou skladbou érevnej mikro-
flory.

mat vyznamy imunostimula¢ny uéinok na proces fagocytozy
uskuto¢iiovany neutrofilmi, ako aj na produkciu protilatok.
(Tab. 6, lit. 29.)

Khicové slova: probiotika, Enterococcus faecium M-T74, imunos-
timulacia, INT-redukcia, lyzozémové enzymy, tvorba IgG.

Baktérie mliecneho kysnutia maji vyznamné imunostimulac-
né ucinky (Goldin a Gorbach, 1992; Marteau a Rambaud, 1993;
Ebringer a spol., 1995; Mike$ a spol., 1995). Vyplyvaju z exis-
tencie GALT (gut-associated lymphoid tissue). Toto lymfoidné
tkanivo zdruZené s ¢revom sa zucastiiuje nielen miestnych, ale aj
celkovych imunitnych reakcii. ZloZenie ¢revnej mikroflory méze
potom ovplyvnif G¢innost imunitnych odpovedi, a tym aj celkovi
obranyschopnost organizmu. Dokazuje to skuto¢nost, Ze nevhodna
mikrofléra sa moze podielat na vzniku zapalovych chorob Eriev
(inflammatory bowel disease) (Podolsky, 1991 a,b), Crohnove;j
choroby a ulcerdznej kolitidy (Sartor, 1995) a dalSich chordb
s autoimunitnou patogenézou, vratane niektorych reumatickych
chordb (Krause a spol., 1996). Celkovy stimulaény uéinok crev-
nej mikroflory na imunitny systém dokazuje aj skuto¢nost, Ze v jej
nepritomnosti sa nepozoruje vznik reakcie Stepu proti hostitelovi
(GVHR) pri alogénnych transplantaciach. Preto u prijemcov trans-
plantovanej kostnej drene preventivny ucinok pred infekciou
a GVHR mé mikrobiologickd dekontaminacia traviaceho ustro-
jenstva (Vossen a spol., 1990).

Z uvedeného vyplyva, Ze pocas Tudského Zivota je vyhodné
regulovat zloZenie ¢revnej mikroflory. Da sa to uskuto¢nit pomo-
cou funkénych pozivatin, ako su tradiéné kyslomlie¢ne produkty
(jogurt, zakysanka, kefirové mlieko, Maconi a pod.). Pri vyrobe
kyslomliecnych napojov, ako aj syrov, sa uplatiiuju najmé baktérie
mliecneho kysnutia. Treba vSak zdoraznit, ze typické jogurtové
baktérie (Lactobacillus bulgaricus a Streptococcus termophilus)
neprekonaju kyslé prostredie v Zalidku a teda nie st ani schopné
kolonizovat ¢revo. Tuto vlastnost maju len niektoré probiotické
baktérie, ktoré prechadzaju cez zaludok zivé a po prechode do
¢reva sa v iom uchytia a rozmnozuju. Prikladom takéhoto pro-
biotického mikrdba je Enterococcus faecium M-74. Zistili sme, Ze
tento enterokok ma vyznamné imunostimulacné, antimutagénne
a hypocholesterolemické ucinky, po peroralnom podani kapsul,
ktoré ho obsahuju v lyofilizovanej forme (Ebringer a spol., 1995;
Mikes a spol., 1995). Vzhladom na moznost jednoduchej aplika-
cie a skladovania sme v spolupraci s L.D.C. Holding, a.s., zdvod
Pecivarne, Sered pripravili oblatkové rezy, ktoré vo svojej naplni
obsahuju lyofilizovany E. faecium M-74. Vysledky klinickej a ex-
perimentalnej Studie tejto funkcnej pozivatiny boli v skratenej
forme prednesené na 13. svetovom kongrese kardiologie (Mike§
a spol., 1998) a podrobne sa uvadzaju v tejto praci.

Metédy

Oblatkové rezy Dr. Ebi mali hmotnost 28 g a obsahovali prie-
merne 5.10° lyofilizovanych zarodkov E. faecium M-74. Tento
kmen bol pévodne izolovany ako monokultira zo stolice kojenca
kojeného materskym mliekom. V $tudii sa pouzil lyofilizovany
preparat pripraveny firmou Medipharm, Hustopece u Brna.

Na s§tadii sa zucastnilo celkovo 28 0s6b (muzov vo veku 31—
74 rokov, priemer 60,4 roka) formou randomizovaného dvojitého
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Tab. 1. The mean INT-reductase activities of peripheral neutrophilic granulocytes (Ne) in subjects daily given waffles containing lyophilized E.

Sfaecium M-74 (Ef) and subjects given placebo waffles (PI).

Tab. 1. Priemerné hodnoty INT-reduktazovej aktivity periférnych neutrofilnych granulocytov (Ne) oséb denne konzumujucich oblatkové rezy
obsahujice lyofilizovany E. faecium M-74 (Ef) a 0s6b uzivajicich placebové rezy (Pl).

Cas Ne (K) Ne + 20O Ne + PMA Ne + ZO/K Ne + PMA/K
(v tyzdioch)
Time
(in weeks) Ef Pl Ef Pl Ef Pl Ef Pl Ef Pl
0  (pred, before) 5,9 6,8 46 50 47 48 7,9 7.4 8,0 7,0
2 (pred, before) 6,6 7,2 47 51 46 51 7,2 7,0 7,4 7,1
5  (Efalebo, or Pl) 6,9 6,9 52 50 49 48 7.4 7,3 7,3 7,0
8  (Efalebo, or Pl) 5,8 7,0 60° 52 57¢ 51 10,6° 7,5 10,1° 7,3
11  (Efalebo, or Pl) 5,5 5,9 71° 48 59: 46 13,0° 791 0,7° 7,6
14 (po Efa Pl) 6,7 6,5 44 45 40 44 6,8 7,1 6,1° 6,8
(after Ef
and/or PI)
17 (po, after Ef) 7,4° — 48 — 46 — 6,5¢ — 6,2° —
23  (EfpoPl) — 7,7 — 70° — 57° — 9,2° — 7,5
(Ef after PI)

INT-reductase activity is expressed as fmol formazan formed by a single neutrophil during 30 min incubation at 37°C. The results represent mean
values of 14 subjects in each group (Ef and/or P1). For the clearness, only statistical significance comparing individual values during the study to

the starting values before waffle administration (time 0 and 2) are shown.
Statistical sinificance: % p < 0.0001, */ p < 0.001, ¢/ p < 0.01.

K — controls — only pure Ne were incubated.

Z0O — Ne were incubated in the presence of opsonized zymosan.

PMA — Ne were incubated in the presence of phorbol myristate acetate.
ZO/K — ratio of values obtained after the incubation of Ne in

the presence of ZO and pure Ne.

PMA/K — ratio of values obtained after the incubation of Ne in

the presence of PMA and pure Ne.

Vysledky sa udavaju vo femtomdloch formazanu utvoreného jednym neutrofilom pocas 30 min inkubécie pri 37°C. Su to priemerné hodnoty
ziskané od 14 o0sob v kazdej skupine (Ef a Pl). Pre prehladnost sa uvadza len Statistickd vyznamnost pri porovnani jednotlivych hodndt pocas
stadie s vychodiskovymi hodnotami pred podavanim oblatkovych rezov (Cas 0 a 2).

Statistickd vyznamnost: % p < 0,0001, % p < 0,001, ¢/ p < 0,01.

K — kontroly — inkubovali sa len Cisté Ne.

Z0O — Ne sa inkubovali v pritomnosti opsonizovaného zymozanu.

PMA — Ne sa inkubovali v pritomnosti forbolmyristatacetatu.

ZO/K — pomer hodndt ziskanych pri inkubécii Ne so ZO a Cistych Ne
PMA/K — pomer hodnét ziskanych pri inkubacii Ne s PMA a Eistych Ne.

slepého pokusu kontrolovaného placebom. Vsetci Gcastnici Studie
boli pouceni o jej metodike a cieloch a suhlasili s fiou. Sucasne
boli vyzvani dodrziavat diétu zodpovedajicu ich beznym zvyk-
lostiam. Studiu schvalila Eticka komisia Ustavu preventivnej a kli-
nickej mediciny v Bratislave. Ugastnici boli rozdeleni do dvoch
skupin po 14 o0sd6b.

Osoby v prvej skupine dostavali denne (vzdy rano) jeden ob-
latkovy rez Dr. Ebi pocéas 9 tyzdiiov. Dvakrat pred podanim prvé-
ho rezu (dva tyzdne a tesne predtym), kazdé tri tyzdne pocas po-
davania, ako aj tri a Sest tyzdiiov po skonéeni podavania sa kazdé-
mu ucastnikovi odobrala krv a vzorky stolice na vysetrenie.

Cela studia v pripade prvej skupiny (jej ¢lenovia konzumova-
li oblatkové rezy obsahujuce E. faecium) trvala 17 tyzdiov.

Osoby v druhej — placebovej skupine dostavali v rovnakom
Case oblatkové rezy toho istého zloZenia a vzhladu ako osoby v pr-
vej skupine, ale tieto rezy neobsahovali lyofilizované zarodky E.
Jfaecium M-74. Placebova skupina sa sledovala v rovnakych ¢aso-

vych intervaloch ako osoby prvej skupiny pocas 14 tyzdnov. 15.
tyzden namiesto placebovych oblatkovych rezov zacali dostavat
rezy obsahujuce E. faecium M-74 a v tom pokracovali dalsich
devit tyzdiov. Stadia v druhej skupine trvala celkovo 23 tyzdiiov.

Vo vsetkych uvedenych ¢asovych intervaloch sa z periférnej
krvi izolovali polymorfonuklearne leukocyty (obsahovali vzdy
minimalne 95 % neutrofilov) a v nich sa urcovala schopnost pro-
dukovat reaktivne metabolity kyslika na zéklade redukcie jodnit-
rotetrazolia (INT-test), produkcia superoxidu a aktivita enzymov:
elastazy, myeloperoxidazy (MPO), lyzozymu a (-D-glukuronida-
zy (BDG). Vsetky tieto ukazovatele sa zistovali metddami opisa-
nymi v naSich predchadzajucich pracach (Ferencik a spol., 1988;
Mikes a spol., 1995). V sucasne izolovanych periférnych krvnych
mononuklearnych bunkach sa urcovala schopnost produkovat pro-
tilatky triedy IgG po polyklonovej aktivacii B-lymfocytov “poke-
weed” mitogénom (PWM) alebo stafylokokovym proteinom
A (PrA) (Jahnova a spol., 1994).
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Tab. 2. The mean activities of myeloperoxidase (MPO) and lysozyme
of peripheral neutrophils in subjects daily given waffles containing E.
faecium M74 (Ef) and subjects given placebo waffles PI).

Tab. 2. Priemerné aktivity myeloperoxidazy (MPO) a lyzozymu v pe-
riférnych neutrofiloch oséb denne konzumujtcich oblatkové rezy ob-
sahujuce lyofilizovany E. faecium M-74 (Ef) a 0s6b uZivajicich pla-
cebové rezy (PI).

Tab. 3. The mean activities of granulocyte elastase and 3-D-glucuronida-
se (BDG) in peripheral neutrophils of subjects daily given waffles conta-
ining E. faecium M-74 (Ef) and subjects given placebo waffles (PI).
Tab. 3. Priemerné aktivity granulocytovej elastazy a B-D-glukuroni-
dazy (BDG) v periférnych neutrofiloch osé6b denne konzumujucich
oblitkové rezy obsahujuce lyofilizovany E. faecium M-74 a osdb uZi-
vajucich placebové rezy (Pl).

Cas (v tyzdiioch) MPO Lyzozym Cas (tyzdne) Elastaza BDG
Lysozyme Elastase
Time (in weeks) Ef Pl Ef Pl Time (weeks) Ef Pl EF Pl
0 (pred, before) 2,1 2,0 0,44 0,43 0 (pred, before) 164 169 6,2 6,5
2 (pred, before) 2,2 2,0 0,48 0,39 2 (pred, before) 174 178 6,3 6,3
5 (Ef alebo, or Pl) 2,6° 2,0 0,94° 0,56° 5 (Ef alebo, or Pl) 190¢ 172 5,7 6,3
8 (Ef alebo, or Pl) 3,82 2,3 0,842 0,56° 8 (Ef alebo, or Pl) 221° 190 6,4 .8
11 (Efalebo, or PI) 2,5¢ 2,1 0,54 0,41 11 (Ef alebo, or Pl) 205° 178 6,4 6,2
14 (po Efa Pl) 2,7° 2,3 0,50 0,44 14 (po Efa Pl) 185 187 6,2 6,3
(after Ef and PI) (after Ef and P1)
17 (po, after Ef) 2,4 — 0,50 —_ 17 (po, after Ef) 184 — 6,0 —
23 (Ef po, after PI) — 2,1 —_— 0,40 23 (Ef po, after Pl) — 208° — 5,9

MPO activities are expressed as ncat/10¢ neutrophils (Ne), lysozyme
activities are in pug/10° Ne, the remaining data are the same as under tab. 1.
Aktivity MPO sa uvadzaji v nkat/10° neutrofilov, hodnoty lyzozymu st
v ng/10 neutrofilov, ostatné idaje st rovnaké ako pod tab. 1.

V krvnom sére sa vySetrovala hladina celkového cholesterolu
a jeho frakcii (HDL, LDL, VLDL), triacylglyceroly, mocovina,
kreatinin, alkalickd fosfatdza a jej izoenzymy, aktivita enzymov
AST, ALT a GMT. Okrem toho sa vzdy zistoval aj krvny obraz.

V stolici sa kvantitativne urCovalo vylucovanie E. faecium
a aktivita B-D-glukuronidazy (Mikes$ a spol., 1995).

Urcovanie poctu zivych baktérii E. faecium v jednotlivych
baleniach oblatkovych rezov, ako aj pocas ich jednoro¢ného skla-
dovania, sa robilo v niekolkotyzdnovych intervaloch zriedovacou
metodou a pocitanim koldnii na platniach s kultivatnym médiom
Slanetz a Bartley od firmy Oxoid.

Vsetky vysledky sa spracovali $tatisticky metédou dvojces-
tnej analyzy variacie (ANOVA), Studentovym t-testom vo Wel-
chovej modifikacii a Wilcoxonovym testom.

Vysledky

V tabulke 1 su priemerné INT-reduktazové aktivity perifér-
nych neutrofilov izolovanych z krvi 0s6b prvej skupiny konzu-
mujucich oblatkové rezy obsahujuce E. faecium M-74 (Ef), ako aj
druhej skupiny o0sob, ktori jedli rovnaké oblatkové rezy, ale bez
baktérii (placebo — PI). Statisticky vyznamné zvysenie INT-re-
duktazovej aktivity sa pozorovalo len u 0sdb prvej skupiny po 8
a 11 tyzdnoch §tadie, a to vtedy, ked sa neutrofily inkubovali v pri-
tomnosti opsonizovaného zymozanu (ZO — fagocytovy stimul)
alebo forbolmyristatacetatu (PMA — rozpustny stimul). Osobam
placebovej skupiny sa po skonceni prvej Casti Studie (14 tyzdinov)
zacali podavat rezy s lyofilizovanou kulturou E. faecium M-74
a po dalSich 8 tyzdnoch sa aj v ich neutrofiloch zistili vyznamne
zvySené hodnoty INT-reduktazovej aktivity.

Okrem redukcie INT sa v neutrofiloch obidvoch skupin sle-
dovala aj produkcia superoxidu. Dosiahnuté vysledky boli ana-
logické ako pri redukcii INT, preto sa neuvadzaju v osobitnej
tabulke.

Activities of elastase and BDG are expressed as pcat/10°
neutrophils, the remaining data are the same as under tab.1.
Aktivity elastazy aj BDG sa uvadzaji v pkat/10°
neutrofilov, ostatné udaje s rovnaké ako pod tab. 1.

Z oboch skupin sa nahodne vybralo 15 o0sob, ktorym sa po
2—4 mesiacoch uplynutych od posledného podania oblatkovych
rezov zacali podavat opét rezy obsahujuce E. faecium. Priemerna
schopnost ich periférnych neutrofilov redukovat INT bola tesne
pred tymto opakovanym podanim 55,1 fmol/neutrofil po aktivacii
opsonizovanym zymozanom (ZO) a 45,0 fmol po aktivacii for-
bolmyristatacetatom (PMA). Po 6 tyzdnoch opétovného jedenia
oplatkovych rezov s lyofilizovanym enterokokom sa tieto hodno-
ty zvysili na 76,4 fmol (ZO), resp. 58,8 fmol/neutrofil (PMA), ¢o
je porovnatelné s hodnotami najdenymi po 9 tyzdioch jedenia
takychto rezov osobami prvej sledovanej skupiny (tab. 1).

V tabulkach 2 a 3 st vysledky sledovania zmien aktivit nie-
ktorych lyzozémovych enzymov v periférnych neutrofiloch obi-
dvoch skupin os6b zucastnenych na $tudii. Vyplyva z nich, ze
myeloperoxidaza (MPO) mala zvySené aktivity pocas celého ob-
dobia, v ktorom ucastnici jedli rezy obsahujuce lyofilizovaného
enterokoka a eSte aj tri tyzdne potom. V leukocytoch osdb, kto-
rym sa podavali placebové oblatkové rezy sa takéto zvysenie ne-
pozorovalo. Pocas podavania rezov s enterokokom sa v leukocy-
toch zvysovali aj priemerné aktivity lyzozymu. Tieto aktivity vSak
boli zvysené, aj ked v mensej miere, aj v leukocytoch osob, ktoré
jedli placebové rezy (tab. 2). Po 3—9 tyzdiioch podavania rezov
s enterokokom sa v neutrofiloch zistili aj zvySené priemerné hod-
noty elastazy, kym aktivity B-D-glukuronidazy sa nemenili (tab. 3).

Periférne krvné mononuklearne bunky (PBMC — peripheral
blood mononuclear cells) o0sob, ktoré jedli oblatkové rezy obsa-
hujuce enterokoka, maju zvySenu schopnost tvorit polyklonové
protilatky triedy IgG po mitogénovej stimuldcii i bez nej (tab. 4).
Tato schopnost pretrvavala este aj tri tyZdne po skonceni podéva-
nia tychto rezov. V PBMC probantov, ktori jedli placebové rezy,
ziadna aktivacia tvorby protilatok sa nepozorovala. Ak sa vSak
u tychto os6b placebové oblatkove rezy po 14 tyzdioch nahradili
rezmi s enterokokom, po dalSich 8 tyzdnoch aj ich PBMC mali
vyznamne zvy$enu schopnost produkovat polyklonové IgG.
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Tab. 4. Production of IgG antibodies by peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in subjects daily given waffles containing lyophilized E.

Jfaecium M-74 (Ef) and subjects given placebo waffles (PI).

Tab. 4. Produkcia protilatok IgG periférnymi krvnymi mononuklearnymi bunkami (PBMC) izolovanymi od osob denne konzumujucich oblat-
kové rezy obsahujuce lyofilizovany E. faecium M-74 (Ef) a osob uzivajicich placebové rezy (Pl).

Cas (tyzdne) PBMC + PWM PBMC + PrA
Time (weeks) Ef Pl Ef P1 Ef Pl
0 (pred, before) 0,154 0,350 0,211 0,665 1,918 1,563
2 (pred, before) 0,340 0,410 0,500 0,750 2,241 1,680
5 (Ef alebo, or PI) 1,066° 0,620 1,326° 0,487 3,353 1,400
8 (Ef alebo, or PI) 0,316 0,537 0,328 0,689 2,579 1,860
11 (Ef alebo, or PI) 1,719¢ 0,640 2,201° 0,804 8,446° 1,760
14 (po Efa P1) 0,998° 0,580 1,180° 0,395 5,364* 1,783
(after Ef and PI)
17 (po, after Ef) 0,152 — 0,250 — 2,400 —
23 (Ef po, after P1) — 1,431° — 1,870° — 4,621

The mean values of IgG are expressed as g/L of incubation medium.
PBMC — incubation of pure PBMC,

PWM — incubation of PBMC in the presence pf pokeweed mitogen (5 mg/L),
PrA — incubation of PBMC in the presence of staphylococcal protein A (5 mg/L).

The remaining data are the same as under tab. 1.
Priemerné hodnoty IgG sa vyjadruju v g/L inkuba¢ného média.
PBMC — inkubacia ¢istych PBMC,

PWM — inkubacia PBMC v pritomnosti “pokeweed” mitogénu (5 mg/L),

PrA — inkubacia PBMC v pritomnosti stafylokokového proteinu A (5 mg(L).

Ostatné udaje su rovnaké ako pod tab. 1.

Uz po troch tyzdiioch podavania oblatkovych rezov obsahuju-
cich E. faecium M-74 sa vyrazne zvysil pocet enterokov vyluco-
vanych stolicou a tento pretrvaval este aj po Siestich tyzdioch od
ukoncenia podavania (tab. 5). Osoby, ktoré dostavali placebové
rezy, mali pocet enterokokov v stolici vyznamne mensi a relativ-
ne velmi konstantny, v priebehu $tidie sa nemenil. Priemerné
aktivity B-D-glukuronidazy v stolici boli vyznamne znizené po-
Cas celého podavania rezov s enterokokom a eSte aj Sest tyzdnov
po jeho skonceni. V skupine 0s6b konzumujucich placebové rezy
boli priemerné aktivity tohto enzymu v stolici vyssie a pocas §td-
die sa vyznamnejSie nemenili (tab. 5).

V tabulke 6 sa uvadza viabilita (prezivanie) lyofilizovanych
baktérii E. faecium M-74 v r6znych druhoch oblatkovych néplni
(vanilkovej, kakaovej, kokosovej a dia) pocas ich jednoro¢ného
skladovania pri chladni¢kovej (4—6 °C) a laboratornej teplote
(20—24 °C).

Z biochemickych ukazovatelov, ktoré sme u vsetkych ucast-
nikov $tudie sledovali, sa nezistili ziadne vyznamné zmeny v prie-
mernych hladindch mocoviny, kreatininu, alkalickej fosfatazy a jej
izoenzymov, enzymov AST, ALT a GMT, ani v krvnom obraze.
Rovnako sme nenasli Statisticky vyznamne znizené priemerné hla-
diny sérového cholesterolu a LDL.

Diskusia

Terminom probiotika sa oznacuju Zivé mikroorganizmy, kto-
ré ako potravinové doplnky prispievaju k udrzaniu zdravotne pro-
spesnej mikrobiologickej rovnovahy v traviacom trakte ¢loveka
alebo iného hostitela (Fuller, 1989; Havenaar a Spanhaak, 1994;
Mikula a spol., 1998). Do tejto kategorie patria aj baktérie mliec-
neho kysnutia, ako Enterococcus faecium, Lactobacillus acidop-

hilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. casei, Streptococcus
thermophilus a rézne bifidobaktérie). Pravidelnd konzumacia
mlie¢nych vyrobkov fermetacne opracovanych tymito baktériami
sa povazuje za jednu z hlavnych pri¢in dlhovekosti niektorych
obyvatelov Kaukazu, Bulharska a inych krajin. Aj iné mnohoro¢-
né pozorovania poukazuju na ich prospesny vplyv na fudské zdra-
vie.

Od probiotik sa odliSuju prebiotika. Su to r6zne nestravitelné
potravinové ingrediencie, ktoré selektivne stimuluju rast alebo

Tab. 5. Mean number of E. faecium and mean activities of 3-D-glucu-
ronidase in stools of subjects eating waffles containing enterococci
(Ef) and/or placebo waffles (Pl).

Tab. 5. Vylucovanie E. faecium a priemerné aktivity B-D-glukuroni-
dazy v stolici 0sob, ktoré jedli oblatkové rezy s enterokokom (Ef) ale-
bo placebové rezy (Pl).

Cas (tyzdne) E. faecium B-D-glucuronidase
Time (weeks) Ef Pl Ef Pl
0 (pred, before) 5,55 5,28 0,38 0,31
2 (pred, before) 5,60 5,29 0,35 0,37
5 (Ef alebo, or PI) 6,78° 5,37 0,19° 0,29
8 (Ef alebo, or Pl) 7,82° 5,29 0,11° 0,36
11 (Ef alebo, or PI) 8,04° 5,26 0,10° 0,39
14 (po Efa Pl) 6,66° 5,27 0,14° 0,32
(after Ef and PI)
17 (po Efa Pl) 6,28° 5,31 0,12° 0,34
(after Ef and P1)

The results are expressed as log of viable E. faecium organisms per g of
wet stool. Acxtivities of B-D-glucuronidase are in pcat/g of wet stool.
Vysledky sa udavaju v log poétu zivych zarodkov E. faecium na gram
stolice. Aktivity B-D-glukuronidézy st v pkat/g stolice.
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Tab. 6. Viability of lyophilized bacteria E. faecium M-74 in various Kkinds of waffle fillings during storage at different temperatures.
Tab. 6. Prezivanie lyofilizovanych baktérii E. faecium M-74 v roznych druhoch oblatkovych naplni pocas ich skladovania pri réznych teplotach.

Doba Napln
skladovania Filling
v tyzdhoch
vanilkova kakaova kokosova DIA
vanilla cocoa coconut DIA
Storage time
in weeks 4-6°C 20-24°C 4-6°C 20-24°C 4-6°C 20-24°C 4-6°C 20-24°C
1 29* 27 35 39 32 29 30 29
8 19 23 30 39 38 29 25 20
12 14 19 40 38 38 29 18 36
16 17 25 38 40 19 25 19 16
21 21 42 45 40 39 13 21 40
26 29 49 38 7,3 42 21 32 29
31 40 33 18 6,7 24 9,1 18 12
37 12 24 24 12 18 8,2 14 10
45 10 10 11 1,8 12 1,1 24 18
52 14 12 12 1,2 10 1,0 18 20

*- Number of viable organisms multiplied by 10%.
Pocet zivotaschopnych zarodkov krat 108.

aktivitu zdravotne prospesnych baktériovych druhov v ¢reve hos-
titela (Fuller a Gibson, 1997). Medzi najstarSie prebiotika patri
laktuldza, ktora zvysuje pocet bifidobaktérii v ¢reve malych deti
na umelej vyzive.

V predaji je mnozstvo probiotickych preparatov vo forme tab-
liet, kapsuli alebo prasku, vdcsinou s oznacenim “Acidophilus”,
ktoré sa odporucajui na prospe$né vybalansovanie ¢revnej mikro-
fléry. Zivotnost baktérii mlie¢neho kysnutia je vsak v tychto pri-
pravkoch obmedzena. Zvyc€ajne trva par mesiacov, ale len ked sa
skladuju v chladnicke pri 4 “C. ESte viac obmedzent Zivotnost
maju probiotické baktérie v jogurtoch — iba niekolko dni, na-
priek casto dlh§im zaruénym lehotdm uvadzanym vyrobcami.
Okrem toho tieto pripravky nie su pod pravidelnou mikrobiolo-
gickou kontrolou a nemusia vzdy obsahovat deklarované bakté-
riové druhy ani pocty zarodkov. Napr. pri kontrole 13 probiotic-
kych preparatov, ktoré st na trhu vo Velkej Britanii, len v dvoch
pripadoch sa naslo to, ¢o vyrobca uvadzal na obale (Hamilton-
Miller a spol., 1996). Preto sa hladajii spdsoby na prediZenie Zivo-
taschopnosti probiotickych baktérii v komerénych pozivatinach.

Prikladom takejto funké&nej poZivatiny s vyznamne predize-
nou zivotaschopnostou lyofilizovanych baktérii su oblatkové rezy
Dr. Ebi obsahujuce E. faecium M-74. Mozno ich skladovat mini-
malne pol roka pri teplote miestnosti prakticky bez zniZenia G¢in-
nosti.

Z predlozenej studie vyplyva, Ze Tudia pocas pravidelnej kon-
zumacie tychto rezov maju Statisticky vyznamne zvySené hodno-
ty INT-reduktazovej aktivity a produkcie superoxidu v periférnych
neutrofiloch (tab. 1). Tieto zvySené hodnoty sa dokazali v pod-
mienkach ex vivo tak v pritomnosti fagocytovatelného stimulu
(opsonizované Castice zymozanu), ako aj v pritomnosti rozpust-
ného stimulu (forbolmyristatacetat). Tri tyzdne po skonceni poda-
vania takychto oblatkovych rezov sa zvySena produkcia superoxi-
du a schopnost redukovat INT upravila priblizne na vychodisko-
vé hodnoty. Pocas rovnako dlhého 9-tyzdnového podavania place-
bovych oblatkovych rezov (bez enterokokov) sa nepozorovali

ziadne zmeny v schopnosti neutrofilov vysetrovanych oséb pro-
dukovat reaktivne formy kyslika.

Redukcia INT odraza schopnost leukocytov aktivovat svoj
kyslikovy metabolizmus (respiracné vzplanutie), pri ktorom vzni-
ka superoxid, peroxid vodika a dalSie toxické produkty, ktoré sa
zasadnym sposobom zucastiiuju usmrcovania a likvidacie pato-
génnych mikroorganizmov pocas fagocytdzy (Ferencik, 1993).

Tieto vysledky dokazuju, zZe: a) za zvySenie schopnosti neut-
rofilov aktivovat svoj kyslikovy metabolizmus jednoznac¢ne zod-
poveda pritomny kmen E. faecium a nie ind zlozka oblatkovych
rezov, b) E. faecium zvySuje schopnost periférnych leukocytov
odpovedat obrannou reakciou na rozne patogénne mikroorganiz-
my, ktoré sa dostali do tela. Ide tak o stimulaciu jedného z najdo-
lezitej$ich mechanizmov prirodzenej imunity ¢loveka, lebo sa pred-
poklada, ze neutrofilné granulocyty su schopné bez vaznejsich
klinickych priznakov zlikvidovat va¢sinu infekénych prihod, s kto-
rymi sa ¢lovek pocas svojho Zivota stretava (Ferencik a Kacani,
1994).

Myeloperoxidaza (MPO) je délezitou sucastou myeloperoxi-
dazového systému (sklada sa z MPO, peroxidu vodika a chlori-
dovych alebo jodidovych i6nov), ktory je najucinnej$im antimik-
robnym a cytotoxickym mechanizmom leukocytov ¢loveka a ostat-
nych cicavcov. Zvysena aktivita MPO, ktort sme nasli v neutrofi-
loch 0s6b konzumujucich oblatkové rezy s lyofilizovanym
enterokokom (tab. 2), je logickym dosledkom uz uvedenej aktiva-
cie kyslikového metabolizmu neutrofilov pretoZe umoziuje G¢in-
nejsie vyuzit vznikajice toxické radikaly kyslika v obrane proti
invadujucim mikrébom, ale aj v niektorych metabolickych reak-
ciach, ako je napr. metabolizmus cholesterolu (Mike$ a spol.,
1995).

Zaujimavé je zvySenie priemernych aktivit leukocytovej elas-
tazy pocas podavania oblatkovych rezov obsahujucich E. faecium
(tab. 3). Elastdza mdéZe mat na jednej strane antimikrébne ucinky,
ale na druhej strane sa moze zucastiovat poskodzovania vlastnych
bunkovych $truktur a glykoproteinov medzibunkovej hmoty pri
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niektorych patologickych reakciach. To vsak plati aj pre uz spo-
menuty myeloperoxidazovy systém.

Tvorba protilatok sa uréovala na zaklade produkcie imunog-
lobulinov (IgG) pocas inkubacie PBMC in vitro v kultivacnom
médiu. Podstatne vyssia tvorba IgG sa pozorovala vtedy, ked sa
PBMC inkubovali v pritomnosti proteinu A (PrA), ktory je Speci-
fickym mitogénom B-lymfocytov, ako ked sa PBMC inkubovali
samotné, pripadne v pritomnosti PWM, mitogénu T- aj B-lymfo-
cytov (tab. 4). Protilatky syntetizuji plazmatické bunky vznikaju-
ce diferenciaciou B-lymfocytov, ktoré sa nachadzaju v PBMC.
Tieto vysledky preto naznacuju, ze E. faecium aktivuje priamo B-
lymfocyty, a tak zvySuje ich schopnost tvorit protilatky po mito-
génovom alebo antigénovom stimule.

Jednou z uloh tejto Studie bola aj potreba zistit, ¢i E. faecium
podavany formou oblatkovych rezov je schopny ucinne kolonizo-
vat ¢revny trakt ¢loveka. Za tym ucelom sa urcovalo vylucovanie
tychto baktérii v stolici. Vysledky st v tabulke 5 a dokazuju, Ze
maximalne mnozstvo enterokokov v stolici sa vylucuje po 6-tyz-
dinovom dennom podavani jedného rezu. Na udrzanie takejto ko-
lonizacie bude potom stacit udrzovacia davka pravdepodobne nie
viac ako jeden rez kazdé 3—4 dni.

Pozorované zniZenie aktivity B-D-glukuronidazy v stolici 0s6b
pravidelne konzumujucich oblatkové rezy s lyofilizovanym ente-
rokokom (tab. 5) poukazuje na mozny ochranny ucinok proti po-
sobeniu karcinogénov. E. faecium nema na rozdiel od mnohych
inych ¢revnych baktérii aktivne azoreduktazy, nitroreduktazy a B3-
D-glukuronidazu, enzymy, ktoré su schopné premienat prokarci-
nogény na u¢inné karcinogény (Goldin a Gorbach, 1984, 1992;
Marteau a Rambaud, 1993).

Na rozdiel od naSej predchadzajucej Studie (Mikes a spol.,
1995), v ktorej sme po viactyzdiovej aplikécii lyofilizovaného E.
Sfaecium M-T74 v kapsulach pozorovali vyznamné zniZenie prie-
mernych hladin celkového cholesterolu a LDL a zvySenie hladin
HDL v sére sledovanych o0s6b, v tejto $tadii sme takéto zmeny
zistili len u niektorych oséb, ale nie aj na tirovni celého sledova-
ného stuboru.

Z technologického hladiska dolezité je prezivanie zdrod-
kov E. faecium v hotovych vyrobkoch — oblatkovych napl-
niach pri rdznych teplotach skladovania, lebo len zivé zarodky
moézu kolonizovat ¢revny trakt. Toto sledovanie sme robili vo
vanilkovej, kakaovej, kokosovej a dia naplni. Z vysledkov (tab.
6) vidiet, ze pocty zarodkov, ak sa tieto naplne skladovali pri
4—6 °C, sa pocas jedného roka vyznamnejS$ie nemenili. Ak
skladovacia teplota bola 20—24 °C, prakticky sa nemenila ani
zivotnost zarodkov vo vanilkovej a dia naplni, kym v kakaovej
a kokosovej naplni sa po roénom skladovani znizila z povod-
nych hodnét 2,9—3,9.10° na hodnoty priblizne 1.10% v mnoz-
stve naplne, ktord sa pouziva pre jeden oblatkovy rez s hmot-
nosfou 28 g. Po polroénom skladovani (exspira¢na doba oblat-
kovych ty¢iniek Dr Ebi) boli vSak vSetky zmeny v pocte Zivo-
taschopnych zarodkov nevyznamné.

Z dosiahnutych vysledkov jednoznacéne vyplyva, Ze koloni-
zacia traviaceho ustrojenstva kmenom E. faecium M-74 ma za
nasledok stimulaciu zékladného zariadenia prirodzenej imunity
— fagocytdzy, ako aj polyklonovu stimulaciu B-lymfocytov a na-
sledne aj tvorby protilatok, ktoré maju zase klu€ovy vyznam pri
vzniku Specifickej (ziskanej) imunity. Ide o jeden z mala doteraz
preukaznych dokazov imunostimulaéného pdsobenia baktérii

mlie¢neho kysnutia poddvanych formou funkénej pozivatiny zis-
kany priamo v klinickej §tudii.

E. faecium a iné baktérie mlieéneho kysnutia okrem tychto
imunostimulaénych ucinkov mézu aktivovat aj produkciu nie-
ktorych cytokinov, najmé interferonu-gama (Fuller, 1989; Have-
naar a Spanhaak, 1994). Aj ked vicsina zdravotne prospesnych
aktivit probiotik sa uplatiiuje v prevencii, objavuju sa spravy o tom,
ze E. faecium mbze posobit aj terapeuticky pri akutnych hnackach
vyvolanych baktériami rezistentnymi na antibiotika (Wunderlich,
1989), pri anaerdbnych infekciach traviaceho ustrojenstva (McFar-
land a Elmer, 1997), ako aj u pacientov s cirhdzou pecene (Logu-
ercio a spol., 1995).
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PREDSTAVUJEME NOVE KNIHY

Balint M.: Léka¥, jeho pacient a nemoc. Praha, Grada Publ.
1998, 331 stran.

Kniha je prekladom anglického originalu The Doctor, his Pa-
tient and the Illness (Churchill Livingstone, Londyn). Tato kniha
vyznamného psychoanalytika a ucitela M. Balinta (pévodom z
Budapesti) vysla len v Anglicku v rokoch 1955—1998 sedem-
nastkrat! V knihe st zuro¢ené klinické skuisenosti autora, jeho pre-
svedCenie, ze ak chce prakticky lekar vykonavat svoju ¢innost
komplexne a kompetentne, musi rozumiet nielen somatickym, ale
aj psychickym a psychologickym komponentom choréb, s ktory-
mi k nemu prichadzaju jeho pacienti. V§imol si, Ze to, o pacient v
ordin4cii lekara predklada ako chorobu, je len Cast celkového ob-
razu choroby. Podla autora choroba nevznika len narusenim nor-
malnych fryziologickych funkcii ¢loveka, infekciou, poranenim,
¢i prejavenim genetickych alebo vrodenych pri¢in. Formovanie a
prepuknutie choroby v pravom slova zmysle suvisi so ,,Zivotnym

Stylom* pacienta, s jeho ,,Zivotnymi okolnostami. Autor povazu-
je viac chor6b za dosledok ,,nevyriesenych emocénych konfliktov®,
ktoré sa nemusia prejavit psychologicky, ale somaticky. Nestaci
preto liecit telesné priznaky chordb, ale je potrebné liecit aj pri-
znaky dusSevné, hoci ich nemozno povazovat za dusevnt chorobu.
Autor je presvedceny, Ze prakticky lekar musi lie¢if nielen pacien-
ta, ale aj jeho rodinu, jeho vztahy s okolim, jeho pracovné pod-
mienky ... Tato poziadavku vztahuje aj na Specialistov. Autor ho-
vori, Ze je potrebné zmenit situacie v ordinaciach a spésob komu-
nikacie medzi lekdrom a pacientom. Tieto nazory M. Balinta st
dokumentované mnozstvom vystiznych kazuistik, ktoré s pouc-
né pre kazdého lekara, ¢i Studenta mediciny alebo psycholégie.
Sme presvedceni, ze kniha oslovi kazdého zaujemcu a pre mno-
hych bude znamenat vyznamny posun pri porozumeni pacientom,
ich chorobam, ale mozno aj lepSie porozumenie smerovania vlast-
ného lekarskeho poslania.
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