
Účinek dávky na antiadhezní aktivitu uropatogenní 
Escherichia coli v moči po konzumaci brusinkového 
prášku, standardizovaného na obsah proanthokya-
nidinů: multicentrická, randomizovaná, dvojitě za-
slepená studie

Základní údaje
Požívání brusinek (Vaccinium macrocarpon Ait.) je tra-
dičně využíváno jako prevence infekcí močového ústrojí 
(UTI). Nedávné systematické přezkoumání vedlo k závěru, 
že existují určité pozitivní klinické důkazy, že konzumace 
brusinkové šťávy může během období 12 měsíců snížit 

počet symptomatických UTI u žen (1). Výzkum naznaču-
je, že konzumace brusinkových produktů může zabránit 
adhezi některých kmenů Escherichia coli na uroepitel (2-
4), čímž naruší tento důležitý počáteční krok v infekčním 
procesu (5). Jako důležité inhibitory adheze mikroorga-
nismů E. coli s P-fi mbriemi na buňky uroepitelu in vitro 
(6-9) a ex vivo (10) zde působí proanthokyanidiny (PAC) 
z brusinek, zejména řetězce typu A. Extrakty PAC z bru-
sinek inhibovaly adhezi E. coli lineárním a na dávce zá-
vislým způsobem v rozsahu koncentrací PAC 75 až 5 μg/
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Abstrakt

Základní údaje: Požívání brusinek (Vaccinium macrocarpon Ait.) je tradičně využíváno jako prevence infekcí 
močového systému. Proanthokyanidiny (PAC) v brusinkách, především s vazbou A-typu, působí jako důležité inhibi-
tory adheze mikroorganismů E. coli především s P-fi mbriemi na buňky uroepitelu. Byly nezbytné další experimenty, 
aby se prozkoumalo přetrvávání ve vzorcích moči po delší časové období a stanovila se tak nejúčinnější denní dávka 
a zjistilo se, zda je antiadhezní účinek v moči po brusinkách detekován u dobrovolnic různého původu.

Metody: Dvě zvlášť provedené biologické zkoušky (zkouška manózo-resistentní hemaglutinace a původní nová 
zkouška lidské epiteliální buněčné linie T24) hodnotily ex-vivo močovou bakteriální antiadhezní aktivitu ve vzorcích 
moči, odebraných od 32 dobrovolnic z Japonska, Maďarska, Španělska a Francie, v randomizované, dvojitě zaslepené 
studii, kontrolované placebem. Pro zhodnocení vlivu požívání brusinek na virulenci kmene E. coli byl použit in vivo 
Caenorhabditis elegans model.

Výsledky: Výsledky ukázaly významnou bakteriální antiadhezní aktivitu ve vzorcích moči, odebraných od 
dobrovolníků, kteří požívali brusinkový prášek, ve srovnání s placebem (p<0,001). Tato inhibice byla jednoznačně 
závislá na dávce, byla dlouhotrvající (až do 24 h se 72 mg PAC) a zvyšovala se s počtem ekvivalentů PAC, požitých 
v každém stravovacím režimu brusinkového prášku. In vivo Caenorhabditis elegans model prokázal, že brusinky působí 
proti bakteriální virulenci: kmen E. coli vykazoval redukovanou schopnost usmrcovat červy po růstu ve vzorcích moči 
pacientů, kteří užívali brusinkové kapsle. Tento účinek je významný zejména u režimu 72 mg PAC. 

Závěry: Podávání brusinkového prášku se standardizovaným obsahem PAC v dávkách obsahujících 72 mg PAC 
denně může poskytovat určitou ochranu proti bakteriální adhezi a virulenci v močovém ústrojí. Tento účinek může 
poskytnout nykthemerální ochranu.
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ml (9). PAC v brusinkách obsahují neobvyklé dvojité spoje 
A-typu, které mohou být důležitým stavebním rysem pro 
antiadhezní proces (7). V jedné studii docházelo ke kon-
zumaci jiných potravinových zdrojů PAC, obsahujících 
pouze řetězce B-typu (čokoláda, hroznové víno, a zelený 
čaj), ty však nevyvolávaly ex vivo bakteriální antiadhezní 
aktivitu. Bakteriální adhezi bránila pouze brusinková šťá-
va s A-typem PAC (11).

Po detekci bakteriální antiadhezní aktivity brusinek 
bylo použito s úspěchem několik zkoušek včetně manó-
zo-resistentní hemaglutinace (MRHA) (3,7,9,12), Gal-
Gal receptorové korálkové aglutinace (3,6), adherence na 
epiteliální buňky močového měchýře (2,3,9,12,13) a mi-
krodestičkového zákalu (14). Využití biologické zkoušky 
k detekci in vitro antiadhezní aktivity celých produktů 
z brusinek a izolovaných PAC je vhodné pro stanove-
ní integrity produktu, nehodnotí to však aktivitu in vivo 
brusinkových metabolitů po požití. Bakteriální antiad-
hezní aktivita v moči může být biologicky významnějším 
markerem pro požití brusinek i pro účinnost konzumace 
brusinek pro prevenci UTI. Řada studií demonstrovala ex 
vivo bakteriální antiadhezní účinek v lidské moči po požití 
různých produktů z brusinek (11-13, 15-17).

Běžná doporučovaná denní dávka brusinek pro preven-
ci UTI je založena na hladinách účinnosti, jež byly podá-
vány v intervenčních studiích na člověku. Obvykle dopo-
ručované množství brusinek pro prevenci UTI je denní 
požívání 300 ml koktejlu s brusinkovou šťávou, obsahující 
36 mg proanthokyanidinů, měřených metodou DMAC, 
jež klinicky snižovalo bakteriurii a pyurii (18). Formulace 
z brusinek v práškové formě jako tablety a tobolky proká-
zaly aktivitu in vitro (9), ex vivo (19) a in vivo (20,21). Pro 
jasnější stanovení rozsahu dávky brusinek, jež je účinná 
pro odezvu, jsou však nezbytné další studie na člověku 
s využitím produktů se standardizovaným obsahem PAC. 
Standardizace je důležitá pro stanovení integrity a poloča-
su produktu a formulaci přesných materiálů zkoušky pro 
použití ve výzkumných studiích. Kritika prvních studií vy-
užívajících brusinky se často soustřeďuje na nedostatečně 
použití vhodného standardizovaného materiálu, což ztě-
žuje vyvozování závěrů a srovnání s jinými studiemi (1). 
Výzkum naznačuje, že zpracování brusinek do různých 
produktů může mít vliv na složení PAC, které je velmi he-
terogenní (22). Molekulová hmotnost a umístění spojů A-
typu v PAC z brusinek by mohlo mít potenciálně dopad na 
bakteriální antiadhezní aktivitu (23). Řádná standardizace 
brusinkových produktů na obsah PAC a korelace úrovně 
PAC s antiadhezní bioaktivitou může být tudíž důležitá 
pro zajištění, že určité produkty brusinek obsahují PAC, 
jež jsou účinné.

První dvakrát zaslepená, randomizovaná a placebem 
kontrolovaná studie našeho týmu zjistila na dávce závis-
lý účinek ex vivo bakteriální antiadhezní aktivity moči 
po požití komerčního brusinkového prášku, standardi-
zovaného na PAC (12). Antiadhezní aktivita byla měřena 
v moči 12 hodin po léčebných režimech. Po těchto výsled-
cích byly nezbytné další experimenty pro výzkum přetrvá-

ní v moči po delší časové období a stanovení nejúčinnější 
dávky ekvivalentů PAC denně. Jsou nezbytné i další studie 
pro stanovení, zda je antiadhezní efekt v moči po požití 
brusinek univerzální v celé populaci nebo je specifi cký pro 
určitá etnika, dietní režimy, místa atd. Pro zodpovězení 
těchto otázek jsme provedli tuto randomizovanou, dvojitě 
zaslepenou studii kontrolovanou placebem, prováděnou 
na více pracovištích, jejímž cílem bylo zhodnotit další re-
žimy dávkování a časová období odběru po požití stejné-
ho brusinkového prášku, standardizovaného na PAC.

Metody
Ačkoliv brusinky jsou pouze doplňkem stravy, byla studie 
schválena různými etickými komisemi (1/ Comité d’éthi-
que Sud Méditerranée III, Nîmes, Francie; 2/ Comité Eti-
co de Investigaciòn Clinica (CEIC) de Fundació Puigvert, 
Barcelona, Španělsko; 3/ Ethical Committee of Jahn Ferenc 
South-Pest Teaching Hospital, Maďarsko; 4/ Ethics Com-
mittee of Medicine and Medical Care, University of Oc-
cupational and Environmental Health, Japonsko) v každé 
zemi a byla provedena podle principů, vyjádřených v Hel-
sinské deklaraci. K účasti na této randomizované, dvojitě 
zaslepené, placebem kontrolované studie typu cross-over 
bylo získáno prostřednictvím čtyř urologických odděle-
ní v Japonsku (Univerzitní nemocnice Kjúšú), Maďarsku 
(Nemocnice Jižní Pešť, Budapešť), Španělsku (Fundació 
Puigvert, Barcelona) a Francii (Hôpital Foch, Suresnes) 
celkem 32 sexuálně aktivních dobrovolnic, a sice po osmi 
z každé země. Dobrovolnice byly schváleny etickými ko-
misemi a poskytly informovaný souhlas. Kritéria neza-
řazení do studie zahrnovala používání antibiotik v šesti 
měsících před studií, těhotenství, známou alergii nebo ne-
snášenlivost na produkty z brusinek nebo rutinní požívání 
jakýchkoliv potravinových doplňků, skládajících se z vita-
mínů, minerálů nebo stopových prvků. Dobrovolnice byly 
poučeny, aby během studie nijak neměnily své stravovací 
návyky nebo svůj životní styl. Pro dobu užívání kapslí se 
však měly vyhnout všem jídlům, nápojům a doplňkům ob-
sahujícím rod Vaccinium včetně jiných forem V. macro-
carpon (brusinka kanadská), V. myrtillus (brusnice borův-
ka), V. angustifolium (brusnice úzkolistá), V. corymbosum 
(borůvka chocholičnatá) a V. vitis-idae (brusnice obecná). 
Dobrovolnice byly rovněž instruovány, aby omezily spo-
třebu čokolády, čaje, vinných hroznů a vína. Všechny léky, 
užívané v průběhu studie byly hlášeny lékaři, který odpo-
vídal za sledování studie v příslušném centru.

Studie byla provedena s využitím komerčně dostupných 
kapslí brusinkového prášku (Urell®/Ellura™ Pharmatoka, 
Rueil Malmaison, Francie) a kapslí placeba, složených 
z koloidního silikagelu, stearanu hořečnatého, celulózy 
a želatiny. Kapsle byly neprůhledné, aby se skryla barva 
obsahu. PAC v brusinkovém prášku byl kvantifi kován 
společností Brunswick Laboratories (Norton, MA) kolo-
rimetricky, aktualizovanou metodou s dimetylaminocin-
namaldehydem (metoda DMAC), s využitím selektivní 
kolorimetrické reakce mezi PAC a DMAC po gelové chro-
matografi i s otevřeným sloupcem na Sephadexu® LH-20 
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(Amersham). Dávky v tobolkách byly standardizovány na 
podání 18 nebo 36 mg ekvivalentů PAC v brusinkovém 
prášku.

Dobrovolnice v Japonsku a Maďarsku dostávaly 0, 36 
nebo 72 mg ekvivalentů PAC denně, dobrovolnice ve 
Francii a ve Španělsku 0, 18 nebo 36 mg ekvivalentů PAC 
denně. Každá dobrovolnice prošla postupně v náhodném 
pořadí třemi režimy (vždy 2 tobolky); jednotlivé režimy 
byly založeny na: (1) brusinkách (2 úrovně dávek PAC) 
nebo (2) placebu nebo (3) 1 tobolce s brusinkami v každé 
dávce PAC a jedné tobolce placeba; vymývací období mezi 
jednotlivými režimy trvalo minimálně jeden týden. Dob-
rovolnice požívaly tobolky ráno v 8 hodin. První moč byla 
shromažďována od 9 hodin ráno do 14 hodin po požití 
tobolek a podíly byly sloučeny. Druhý odběr byl prová-
děn následujícího rána (v 8 hodin). Ještě před podáváním 
brusinek byla také odebrána moč na počátku studie (0 h). 
Různé biologické a fyzikálně chemické parametry vzorků 
moči (sebraných při každém režimu) byly měřeny pomo-
cí systému Multistix® (Bayer). Moč s velkým zastoupením 
leukocytů a dusitanů byla vždy vyloučena. Zbývající vzor-
ky byly centrifugovány při 4000 g po dobu 15 minut, steri-
lizovány fi ltrací (0,45 μm), rozděleny do 3 alikvotů a skla-
dovány při -20 °C.

Využil se uropatogenní kmen E. coli, izolovaný dří-
ve u pacienta s UTI (NECS978323) (12) s P-fi mbriemi 
papG a typem pili 1. Aby bylo možné přímé pozorování 
ulpívajících baktérií fl uorescenčním mikroskopem, byl 
NECS978323 geneticky modifi kován pomocí nemobili-
zovatelného plazmidu, odvozeného od pBBR a nesoucího 
expresní kazetu GFP, a to tak, aby vylučoval zelený fl u-
orescenční protein (GFP) (24). Baktérie byly kultivovány 
v tryptikázovém sojovém bujónu (bioMerieux, Marnes 
La Coquette, Francie) nebo antigenovém agaru s koloni-
začním faktorem po dobu 16 hodin při 37 °C pro zvýšení 
exprese P-fi mbrií. 

Pro zajištění účinku produktu byl brusinkový prášek, 
standardizovaný na PAC, testován před požitím dobro-
volnicemi na in vitro uropatogenní bakteriální antiadhezní 
aktivitu s využitím MRHA pro detekci antiadhezní aktivi-
ty u uropatogenního mikroorganismu E. coli s P-fi mbrie-
mi (11). V krátkosti, antiadhezní bioaktivita prášku byla 
testována měřením schopnosti frakcí potlačovat aglutina-
ci červených lidských krvinek (HRBC) (A1, Rh+) s násled-
nou inkubací s uropatogenní E. coli s P-fi mbriemi. Baktérie 
byly suspendovány ve fyziologickém roztoku, pufrovaném 
fosforečnanovým pufrem (PBS) na pH 7,0, v koncentraci 5 
x 108 baktérií/ml. Prášek byl rozpuštěn v PBS v počáteční 
koncentraci 60 mg/ml a pH bylo upraveno na neutrální 
pomocí NaOH. Roztok byl dvakrát zředěn a každé zředění 
(30 ml) bylo inkubováno s 10 ml bakteriální suspenze na 
polystyrenové destičce s 24 prohlubněmi po dobu 10 mi-
nut při pokojové teplotě na rotační třepačce. Byla připra-
vena 3% v/v suspenze HRBC v PBS a k testované suspenzi 
bylo přidáno 10 ml zředěné krve. Suspenze byla inkubo-
vána 20 minut na rotační třepačce při 21 °C a mikrosko-
picky byla vyhodnocena jeho schopnost bránit aglutinaci. 

Byla zaznamenána konečná koncentrace roztoku, při níž 
došlo k potlačení aglutinace brusinkovou frakcí. Prohlub-
ně s obsahem baktérií plus PBS, HRBC plus PBS, baktérií 
plus testovaná frakce a HRBC plus testovaná frakce slou-
žily jako negativní kontroly aglutinace a prohlubně s ob-
sahem baktérií plus HRBC sloužily jako pozitivní kontrola 
aglutinace. Zkoušky byly prováděny třikrát.

Moč byla testována ex vivo na antiadhezní aktivitu před 
a po léčebném režimu s využitím dvou různých zkoušek. 
Zkouška MRHA, popsaná výše, byla modifi kována nahra-
zením roztoku brusinek močí. V krátkosti, kapka 30 μl 
moči byla vždy inkubována s 10 μl bakteriální suspenze na 
polystyrenové desce s 24 prohlubněmi po dobu 10 minut 
při 21 °C na rotační třepačce. HRBC byly přidány k moči, 
inkubovány po dobu 20 minut na rotační třepačce při 21 
°C a vyhodnoceny mikroskopicky na schopnost bránit 
aglutinaci. Nebyla-li pozorována žádná aglutinace, byla 
moč vyhodnocena tak, že obsahuje antiadhezní metabo-
lity a byla zaznamenána jako moč s antiadhezní aktivitou 
(AAA). Výsledky byly vyjádřeny jako procento antiadhez-
ní aktivity (0% MRHA = 100% AAA, 50% MRHA = 50% 
AAA a 100% MRHA = 0% AAA). Zkoušky byly čtyřikrát 
opakovány na třech vzorcích moči a byla vypočítána stan-
dardní odchylka.

Ve druhé zkoušce moči ex vivo byla bakteriální adheze 
hodnocena při využití lidské buněčné linie epiteliálních 
buněk T24 (ATRCC HTB-4). Byla vyvinuta nová technika 
za pomoci fl uorescentní NEC978323 pro zesílení detekce 
adheze kmene. Monovrstvy epiteliálních buněk byly kul-
tivovány při 37 °C v McCoyově médiu 5a s obsahem 10% 
(v/v) fetálního telecího séra, 1,5 mM glutaminu a antibio-
tik (50 U/ml penicilinu a 50 mg/ml streptomycinu) na kry-
cích sklíčkách v kultivačních deskách s 24 prohlubněmi. 
Baktérie byly kultivovány přes noc ve vzorcích moči s ob-
sahem 5% (v/v) Luriova bujónu. Baktérie byly odděleny 
centrifugací, resuspendovány při DO600 0,1 v McCoyově 
médiu, přidány ke tkáňové kultuře a inkubovány po dobu 
2,5 hodiny při 37 °C. Po promytí PBS byly buňky fi xovány 
4% paraformaldehydem, inkubovány 20 minut při pokojo-
vé teplotě a zkoumány pod fl uorescenčním mikroskopem. 
Byl vypočítán index adheze (AI), odpovídající průměrné-
mu počtu ulpívajících baktérií na buňku pro 100 buněk. 
Tento index byl vyjádřen jako průměr minimálně tří ne-
závislých zkoušek.

Po vypracování snadného modelového systému inter-
akcí hostitel-patogen bylo použito háďátko obecné - C. 
elegans, aby se identifi kovaly základní evolučně zachova-
né cesty, spojené s mikrobiální patogenezí. Tento test je 
založen na schopnosti E. coli být pohlcen bezobratlými 
C. elegans, což vede k infekci a nakonec usmrcení hlístic 
(25). Procento usmrcených hlístic za přítomnosti kmene 
E. coli je nepřímým markerem potenciálu virulence to-
hoto kmene. Zkouška infekce C. elegans byla prováděna 
tak, jak popsal Lavigne se spolupracovníky (25) s využitím 
mutantní linie Fer-15, jež má poruchu plodnosti, citlivou 
k teplotě. Fer-15 poskytlo Centrum genetiky Caenorhab-
ditis, jež je fi nancováno organizací NIH National Center 
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for Research Resources (NCRR). V krátkosti, aby byl růst 
červů synchronizovaný, byla shromážděna vajíčka pomo-
cí chlornanové metody. Kmen E. coli byl kultivován přes 
noc v lidské moči, obsahující 5 % (v/v) růstové médium 
pro červy (NGM). Bakteriální buňky byly izolovány cen-
trifugací, jednou promyty a suspendovány ve fyziologic-
kém roztoku, pufrovaném fosfátovým pufrem (PBS) na 
pH 7,0, v koncentraci 105 CFU/ml. Agarové plotny NGM 
byly inokulovány 10 μl kmene a inkubovány při 37 °C po 
dobu 8-10 hodin. Plotny byly ponechány vychladnout na 
pokojovou teplotu a naočkovány červy ve stadiu L4 (20-30 
na plotnu). Poté byly plotny inkubovány při 25 °C a hod-
noceny každý den pod stereomikroskopem (Leica MS5) 
na počet hlístic. Pro každý zvolený klon byly připraveny 
tři plotny a experiment byl opakován pětkrát. Hlístice byla 
považována za mrtvou, když již nereagovala na dotyk. 
Hlístice, které uhynuly v důsledku ulpění na stěnu desky, 
byly z analýzy vyloučeny. Letální doba 50 % (LT50) a doba 
do uhynutí (LT100) odpovídaly času (v hodinách), ne-
zbytnému pro usmrcení 50 % resp. 100 % populace hlístic. 
OP50 je avirulentní kmen E. coli, mezinárodní standardní 
potrava pro hlístice, použitá jako kontrola. Počet baktérií 
v zažívacím ústrojí C. elegans byl zjištěn metodou, po-
psanou Garsinem se spolupracovníky (26). Pět C. elegans 
bylo odebráno po 72 hodinách a povrchové baktérie byly 
odstraněny proplachem hlístic dvakrát kapkou 4 μl média 
M9 na agarové desce NGM s obsahem gentamycinu 25 
μl/ml. Hlístice byly vloženy do 1,5 ml zkumavek typu Ep-
pendorf s obsahem 20 μl média M9 s 1 % Tritonem X-100 
a byli mechanicky narušeni paličkou. Objem byl upraven 
na 50 μl médiem M9 s obsahem 1% Tritonu X-100, který 
byl zředěn a vložen na Luria-Bertaniho agar s obsahem 50 
μg/ml ampicilinu. Každá zkouška byla provedena mini-
málně třikrát.

Kvantitativní proměnné byly popsány hodnotami me-
diánu, rozptylem a průměrem a standardní odchylkou. 
Kvalitativní proměnné byly popsány pomocí obrázků 
a procent. 95% intervaly spolehlivosti byly vyhodnoceny 
exaktní Clopper-Pearsonovou metodou. Četnosti mezi 
AAA = 0 % a AAA > 0 % byly porovnány pomocí kritérií 
s využitím Fisherova přesného testu a hodnoty ukazatelů 
byly porovnány pomocí Kruskal-Wallisova testu. Hodnota 
ukazatele byla vytvořena dle hodin, země a dávky pomocí 
modelu rovnice generalizovaného odhadu. Křivky přežití 
červů byly zkoumány univariantní analýzou (Kaplan-Me-
ierovy křivky). Byly uvedeny hodnoty mediánu přežití. 
Křivky přežití byly porovnávány pomocí log-rank testu. 
Poté byla provedena multivariantní analýza přežití (Co-
xův model). Nebyla provedena žádná metoda výběru pro-
měnných. Byly prověřeny předpoklady proporcionálních 
rizik. Za statisticky významnou byla považována hodnota 
p ≤ 0,05, daná softwarem SAS®/ETS (verze 8.1) (SAS Insti-
tute Inc, Cary, NC, USA).

Výsledky

Antiadhezní aktivita brusinkového prášku in vitro
Bakteriální antiadhezní aktivita celého brusinkového 
prášku Urell®/Ellura™ (naměřené aktivitou MRHA) byla 
0,47 mg/ml (data neuvedena).

Účinky zjištěné zkouškami ex vivo
Výsledky MRHA naznačovaly významnou antiadhezní ak-
tivitu (AAA) v moči, odebrané od dobrovolnic, které poží-
valy brusinkový prášek oproti placebu (p <0,001) (tabulka 
1). Tato inhibice byla jasně závislá na dávce a zvyšovala se 
s množstvím ekvivalentů PAC, použitých v každém reži-
mu brusinkového prášku. V časovém průběhu experiment 
byl stanoven pík AAA. Ve vzorcích moči, odebraných po 
6 hodinách, byl významný rozdíl mezi dávkami brusinek, 
obsahujícími 18 mg PAC, a dávkami s obsahem 36 nebo 
72 mg PAC (p = 0,002); mezi 36 a 72 mg PAC však nebyl 
zjištěn žádný statistický rozdíl. Ve vzorcích moči, ode-
braných po 24 hodinách, byl významný rozdíl mezi AAA 
v moči, patřící pacientům, kteří požívali dávky brusinek 
s obsahem 72 mg PAC (50% AAA), a AAA v moči, patřící 
pacientům, kteří požili 18 nebo 36 mg PAC (0 resp. 12% 
AAA) (p = 0,002) (tabulka 1). Ve všech zemích byly zjiště-
ny podobné výsledky a trendy (tabulka 1). 

Výsledky zkoušky adheze buněk epitelu ex vivo ukázaly 
vysoce významnou redukci bakteriální adheze na buňky 
T24 oproti placebu (p < 0,001) po požití dávek brusinek 
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Obrázek 1: Fluorescenční mikroskopie E. coli gfp + 
kmene, vypěstovaného v moči dobrovolnic, ode-
brané po požití brusinkového prášku a uloženého 
na buňky epitelu T24. A – E. coli, pěstovaná v moči, 
odebráno po požití placeba; B – E. coli, pěstovaná 
v moči, odebráno 6 hodin po požití brusinkového 
prášku s obsahem 18 mg proanthokyanidinů (PAC); C – 
E. coli, pěstovaná v moči, odebráno 6 hodin po požití 
brusinkového prášku s obsahem 36 mg PAC; D – E. coli, 
vypěstovaná v moči, odebráno 6 hodin po požití bru-
sinkového prášku s obsahem 72 mg PAC.
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s obsahem 36 nebo 72 mg PAC (tabulka 1, obrázek 1). 
Bakteriální adheze klesala v závislosti na dávce brusin-
kového prášku. Index adheze (AI) baktérií, vyrostlých ve 
vzorcích moči, odebraných po požití brusinek s 36 nebo 
72 mg PAC byl významně nižší než AI po dávce 18 g PAC 
(p < 0,001). Multivariantní analýza jasně potvrdila účinek 
dávkování pro každý režim brusinek ve srovnání s place-
bem (p < 0,001) (tabulka 2). AI baktérií v moči, odebra-
né po 6 hodinách a po 24 hodinách se významně lišily po 
všech režimech brusinek (p < 0,001). Je zajímavé, že AI 
po 24 hodinách po požití brusinek s ekvivalenty 72 mg 
PAC zůstával významně nízký (AI medián <10) ve srov-
nání s jinými režimy (p < 0,001). Multivariantní analýza, 
potvrdila účinek časové závislosti s maximálním účinkem 
po 6 hodinách ve srovnání s 24 hodinami (p < 0,001). Mul-
tivariantní analýza demonstrovala účinek původu pacien-
ta. Když byla data upravena hodinou a dávkou, výsledky 
z Japonska se významně lišily ve srovnání se třemi dalšími 
zeměmi vyšším AI (p < 0,001) (tabulka 2). 

Po 6 hodinách pro 3 dávky ekvivalence PAC byla zazna-
menána významná korelace mezi výsledky AAA a výsled-
ky AI (p = 0,01, 0,04 a 0,04 pro 18, 36 a 72 mg PAC). Tento 
trend nebyl pozorován po 24 hodinách pro 3 dávky (p = 
nevýznamné, 0,94 a 0,10 pro 18, 36 a 72 mg PAC). 

Redukce virulentnosti E. coli
Vyhodnotili jsme virulentní potenciál E. coli za přítomnos-
ti různé moči po požití brusinkového prášku. Průměrná 
doba přežití (LT50) se u červů významně zvýšila na 5-6 dnů 
u E. coli, pěstované ve vzorcích moči, odebraných po poži-
tí brusinek ve srovnání s LT50 u kmene, vypěstovaného ve 
vzorcích moči, odebraných po požití placeba (3 dny) (p < 
0,001) (tabulka 3). U vzorků moči, odebraných po 6 hodi-
nách, není možné zjistit žádný rozdíl mezi virulencí kmene 
E. coli, vypěstovaného v moči, odebraného po požití PAC.

V multivariantní analýze byl významný účinek dávky 
PAC, ovlivňující virulentnost E. coli (HR = 1 pro placebo 
až HR = 0,32 pro 72 mg); mezi požitými PAC a pozoro-
vanou virulentností E. coli byl inverzní vztah (P < 0,001) 
(tabulka 2). Účinek PAC byl tedy pro červy „ochranný“. Na 
virulenci E. coli měla kromě toho vliv i hodina. Virulence 
E. coli vůči červům se zvýšila o 32 % u moči, odebrané po 
24 hodinách, oproti moči, odebrané po 6 hodinách (P < 
0,001).

Počet CFU E. coli v zažívacím traktu červů kolísal kolem 
106 baktérií na červa pro každý kmen 72 hodin po požití 
bez statistických rozdílů (data neuvedena), což potvrzova-
lo požití a proliferaci izolátů ve střevě C. elegans. 

Diskuse
V této studii byly úspěšně optimalizovány dvě experi-
mentální zkoušky pro demonstrování antiadhezní akti-
vity v lidské moči po požití brusinkového prášku. Byly 
zvoleny dva časy odběru: 1 až 6 hodin, odpovídající 
nejdůležitějšímu období vylučování PAC močí, jak dří-
ve demonstrovali Howell se spolupracovníky (11), a 24 
hodin, období reziduální eliminace PAC močí. Výsledky 
zkoušek MRHA byly inverzně korelovány se zkouškou 
adheze epiteliálních buněk pro první moč, shromažďo-
vanou od 1 do 6 hodin po požití různých dávek ekviva-
lentů PAC v brusinkách (např. AI klesal, když se zvýšila 
antiadhezní aktivita, stanovená MRHA). Tato korelace 
však nebyla zaznamenána při 24 hodinách, z čehož lze 
vyvodit, že zkouška adheze epiteliálních buněk může být 
pro detekci aktivity v moči citlivější, když jsou aktivní 
metabolity méně koncentrované. Naše výsledky udávají, 
že by jak MRHA, tak zkoušky adheze epiteliálních buněk 
mohly být potenciálně využity pro vyšetření antiadhezní 
aktivity moči, především v prvních 6 hodinách po požití 
brusinek.

Tabulka 2: Multivariantní analýza výsledků, získaných pro močovou bakteriální adhezi na buňkách T24, vyjádřenou jako 
index adheze.

Parametrers SD IC95% p p globale

inf sup

Countries France . . . . <0.001
Spain -1.649 1.4478 -4.487 1.188 0.26
Japan 3.127 1.6099 -0.028 6.283 0.05
Hungary 0.332 1.7194 -3.038 3.702 0.85

Hours 1-6 H . . . . .
24 H 7.089 0.7367 5.645 8.533 <0.001

Dose Placebo . . . . <0.001
36 mh -9.236 1.1482 -11.487 -6.986 <0.001
72 mg -16.595 0.6769 -17.921 -15.268 <0.001
144 mg -20.929 0.9071 -22.0707 -19.151 <0.001

The index value was modelled by the hours, the country and the dose using a Generalized Estimating Equation model.
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Úprava zkoušky buněčné adheze s využitím fl uoresku-
jícího kmene E. coli odstraňuje falešně pozitivní výsledky, 
pozorované v předchozích experimentech s využitím roz-
toku Giemsa pro barvení baktérií (12,13). V experimen-
tálním protokolu, použitém v této studii, je analýza rych-
lejší a snazší než u roztoku Giemsa, což znamená zlepšení 
kvantifi kace bakteriální adheze.

Tato randomizovaná, dvojitě zaslepená studie, kontro-
lovaná placebem a prováděná na více pracovištích, odha-
lila závislost účinku na dávce a čase dvou různých modelů 
ex vivo ulpívání E. coli na epiteliálních buňkách močového 
měchýře. Prokázali jsme vrchol antiadhezní aktivity moči 6 
hodin po požití brusinkového prášku, standardizovaného 
na PAC, se snížením aktivity při 24 hodinách. Antiadhezní 
aktivita moči lineárně stoupala se zvyšujícími se dávkami 
ekvivalentů PAC jak při 6 tak 24 hodinách. Je zajímavé, že 
24 hodin po požití 36 mg ekvivalentů PAC se projevil rezi-
duální antiadhezní účinek, který byl výraznější po 72 mg. 
Tento účinek byl evidentní u moči od všech dobrovolní-
ků bez ohledu na zemi. Tyto výsledky poprvé upozornily 
na to, že pro dosažení bakteriálního antiadhezního účin-
ku v moči je účinných 36 mg brusinkových ekvivalentů 
PAC denně, ale 72 mg může poskytnout nykthemerální 
ochranu. Data kinetiky signalizují, že aktivita je nejvyšší 
po 6 hodinách jak u 36 tak 72 mg, po 24 hodinách však 
výrazně klesá, což znamená, že může být přínosné požívat 
brusinky ve dvou oddělených dávkách po 36 mg ráno a ve-
čer. Při 72 mg PAC jsou 24 hodin po požití brusinek vždy 
přítomny různé účinné metabolity PAC (zejména různé 
anthokyaniny (27)). Pro zkorelování úrovně ex vivo antia-
dhezní aktivity s prevencí klinického UTI jsou nutné další 
studie na člověku.

Moč, odebraná ještě před studií od japonských dobro-
volnic, vykazovala antiadhezní aktivitu. Tento jev může 
být dán produkcí endogenních inhibitorů adheze (jako je 
Tamm-Horsfallův glykoprotein), jež se u některých lidí vy-
skytuje. Je známo, že tyto inhibitory jsou přechodné a lze 
je ovlivnit řadou faktorů, jak v oblasti výživy (na základě 
rovnováhy soli a vody), tak životního prostředí. V multi-
variantní analýze však byl AI v této populaci výrazně vyšší 
než u ostatních populací (p < 0,001). Protože vliv dávko-
vání a hodiny byl v této analýze potlačen, lze tento rozdíl 
vysvětlit účinkem rozdílné výživy mezi asijským a evrop-
ským stylem života.

PAC, obsažené v brusinkách, inhibují prvky adheze E. 
coli, především P-fi mbrie (3,7). Adheze je prvním krokem 
bakteriální virulence, aby se zajistilo její přežití a zajiště-
ní replikace. Aby se demonstroval účinek PAC na viru-
lenci baktérií, využili jsme in vivo model úhynu hlístic, 
validovaný různými výzkumnými týmy (12,25,26,28,29). 
Stanovili jsme, že snížená schopnost kmene E. coli za-
bíjet hlístice koreluje s požíváním tobolek s brusinkami. 
Baktérie, pěstované v moči jedinců, požívajících tobolky 
s brusinkami, nejsou schopny k hlísticím přilnout a tudíž 
vykazují nižší schopnost zabíjet hlístice navzdory přítom-
nosti a proliferaci kmene E. coli ve střevě C. elegans. E. coli 
byly ve střevě červa lokalizovány, nemohly však působit 

virulentním účinkem, protože mohou vyvolat infekci jen 
se sníženou virulencí. 

Závěry
Podávání brusinkového prášku, standardizovaného na 
PAC, v dávkách obsahujících 72 mg PAC denně, může po-
skytnout nykthemerální ochranu proti bakteriální adhezi 
a virulenci v močovém ústrojí. Protože bakteriální adheze 
je prvním krokem při zahájení UTI, může požívání bru-
sinek poskytnout další prostředek na pomoc při prevenci 
infekcí.

Zkratky
AAA – antiadhezní aktivita; AI – index adheze; MRHA – manózo-resistentní he-
maglutinace; PAC – proanthokyanidiny; UTI – infekce močového ústrojí
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