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Abstrakt

Zakladni udaje: Pozivani brusinek (Vaccinium macrocarpon Ait) je tradi¢né vyuzivano jako prevence infekci
mocového systému. Proanthokyanidiny (PAC) v brusinkéach, predevsim s vazbou A-typu, plsobi jako ddlezité inhibi-
tory adheze mikroorganism E. coli predevsim s P-fimbriemi na buriky uroepitelu. Byly nezbytné dalsi experimenty,
aby se prozkoumalo pretrvavani ve vzorcich moci po delsi ¢asové obdobi a stanovila se tak nejucinnéjsi denni davka
a zjistilo se, zda je antiadheznfi Ucinek v moci po brusinkdch detekovan u dobrovolnic riizného pavodu.

Metody: Dvé zvIast provedené biologické zkousky (zkouska mandzo-resistentni hemaglutinace a plvodni nova
zkouska lidské epitelidIni bunécné linie T24) hodnotily ex-vivo mocovou bakteridlni antiadhezni aktivitu ve vzorcich
moci, odebranych od 32 dobrovolnic z Japonska, Madarska, Spanélska a Francie, v randomizované, dvojité zaslepené
studii, kontrolované placebem. Pro zhodnoceni vlivu poZivani brusinek na virulenci kmene E. coli byl pouZit in vivo
Caenorhabditis elegans model.

Vysledky: Vysledky ukazaly vyznamnou bakteridInf antiadheznf aktivitu ve vzorcich moci, odebranych od
dobrovolnikd, ktefi poZivali brusinkovy prasek, ve srovnani s placebem (p<0,001). Tato inhibice byla jednoznac¢né
zavisla na davce, byla dlouhotrvajici (az do 24 h se 72 mg PAC) a zvy3ovala se s poctem ekvivalentl PAC, poZitych

v kazdém stravovacim rezimu brusinkového prasku. /n vivo Caenorhabditis elegans model prokazal, Ze brusinky ptsobf
proti bakteridInf virulenci: kmen E. coli vykazoval redukovanou schopnost usmrcovat cervy po ristu ve vzorcich moci
pacientd, ktefi uzivali brusinkové kapsle. Tento Ucinek je vyznamny zejména u rezimu 72 mg PAC.

Zavéry: Podavani brusinkového prasku se standardizovanym obsahem PAC v ddvkéach obsahujicich 72 mg PAC
denné muze poskytovat ur¢itou ochranu proti bakteridlni adhezi a virulenci v mocovém Ustroji. Tento Uc¢inek maze
poskytnout nykthemeralni ochranu.

pocet symptomatickych UTI u zen (1). Vyzkum naznacu-
je, ze konzumace brusinkovych produktd mize zabrénit
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(UTI). Nedavné systematické prezkoumanivedlo k zavéru,
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adhezi nékterych kment Escherichia coli na uroepitel (2-
4), ¢imzZ narusi tento dalezity pocate¢ni krok v infekénim
procesu (5). Jako dilezité inhibitory adheze mikroorga-
nisma E. coli s P-fimbriemi na bunky uroepitelu in vitro
(6-9) a ex vivo (10) zde puasobi proanthokyanidiny (PAC)
z brusinek, zejména tetézce typu A. Extrakty PAC z bru-
sinek inhibovaly adhezi E. coli linedrnim a na ddvce za-
vislym zptsobem v rozsahu koncentraci PAC 75 az 5 pg/
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ml (9). PAC v brusinkach obsahuji neobvyklé dvojité spoje
A-typu, které mohou byt dilezitym stavebnim rysem pro
antiadhezni proces (7). V jedné studii dochdzelo ke kon-
zumaci jinych potravinovych zdroji PAC, obsahujicich
pouze fetézce B-typu (¢okoldda, hroznové vino, a zeleny
¢aj), ty vsak nevyvolavaly ex vivo bakteridln{ antiadhezni
aktivitu. Bakteridlni adhezi brdnila pouze brusinkova §ta-
va s A-typem PAC (11).

Po detekci bakterialni antiadhezni aktivity brusinek
bylo pouzito s ispéchem nékolik zkousek v¢etné manoé-
zo-resistentni hemaglutinace (MRHA) (3,7,9,12), Gal-
Gal receptorové korélkové aglutinace (3,6), adherence na
epitelidlni bunky mocového méchyte (2,3,9,12,13) a mi-
krodestickového zdkalu (14). Vyuziti biologické zkousky
k detekci in vitro antiadhezni aktivity celych produkta
z brusinek a izolovanych PAC je vhodné pro stanove-
ni integrity produktu, nehodnoti to vsak aktivitu in vivo
brusinkovych metabolitli po poziti. Bakterialni antiad-
hezni aktivita v mo¢i maze byt biologicky vyznamnéjsim
markerem pro poziti brusinek i pro t¢innost konzumace
brusinek pro prevenci UTI. Rada studii demonstrovala ex
vivo bakteridlni antiadhezni i¢inek v lidské moci po poziti
rtiznych produktd z brusinek (11-13, 15-17).

Bézna doporucovand denni davka brusinek pro preven-
ci UTI je zalozena na hladinach tcinnosti, jez byly poda-
vany v intervencnich studiich na ¢lovéku. Obvykle dopo-
rucované mnozstvi brusinek pro prevenci UTI je denni
pozivani 300 ml koktejlu s brusinkovou $tavou, obsahujici
36 mg proanthokyanidinti, méfenych metodou DMAC,
jez klinicky snizovalo bakteriurii a pyurii (18). Formulace
z brusinek v praskové formé jako tablety a tobolky proka-
zaly aktivitu in vitro (9), ex vivo (19) a in vivo (20,21). Pro
jasnéjsi stanoveni rozsahu davky brusinek, jez je uc¢inna
pro odezvu, jsou vsak nezbytné dalsi studie na clovéku
s vyuzitim produktd se standardizovanym obsahem PAC.
Standardizace je dilezita pro stanoveni integrity a poloca-
su produktu a formulaci presnych materialti zkousky pro
pouziti ve vyzkumnych studiich. Kritika prvnich studii vy-
uzivajicich brusinky se ¢asto soustfeduje na nedostate¢né
pouziti vhodného standardizovaného materidlu, coz zté-
zuje vyvozovani zavérd a srovndni s jinymi studiemi (1).
Vyzkum naznacuje, ze zpracovani brusinek do rdznych
produktt mtize mit vliv na slozeni PAC, které je velmi he-
terogenni (22). Molekulova hmotnost a umisténi spojt A-
typu v PAC z brusinek by mohlo mit potencialné dopad na
bakteridlni antiadhezni aktivitu (23). R4dna standardizace
brusinkovych produkti na obsah PAC a korelace trovné
PAC s antiadhezni bioaktivitou mize byt tudiz dtlezita
pro zajisténi, ze urcité produkty brusinek obsahuji PAC,
jez jsou ucCinné.

Prvni dvakrédt zaslepend, randomizovand a placebem
kontrolovana studie naseho tymu zjistila na dévce zavis-
ly acinek ex vivo bakteridlni antiadhezni aktivity moci
po poziti komerc¢niho brusinkového prasku, standardi-
zovaného na PAC (12). Antiadhezni aktivita byla méfena
v moci 12 hodin po l1écebnych rezimech. Po téchto vysled-
cich byly nezbytné dalsi experimenty pro vyzkum pretrva-
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ni v moci po delsi casové obdobi a stanoveni nejacinnéjsi
davky ekvivalentit PAC denné. Jsou nezbytné i dalsi studie
pro stanoveni, zda je antiadhezni efekt v moci po poziti
brusinek univerzalni v celé populaci nebo je specificky pro
urcitd etnika, dietni rezimy, mista atd. Pro zodpovézeni
téchto otdzek jsme provedli tuto randomizovanou, dvojité
zaslepenou studii kontrolovanou placebem, provddénou
na vice pracovistich, jejimz cilem bylo zhodnotit dalsi re-
zimy davkovéni a ¢asovd obdobi odbéru po poziti stejné-
ho brusinkového prasku, standardizovaného na PAC.

Metody

Ackoliv brusinky jsou pouze doplitkem stravy, byla studie
schvdlena rtiznymi etickymi komisemi (1/ Comité d’éthi-
que Sud Méditerranée III, Nimes, Francie; 2/ Comité Eti-
co de Investigacion Clinica (CEIC) de Fundacié Puigvert,
Barcelona, Spanélsko; 3/ Ethical Committee of Jahn Ferenc
South-Pest Teaching Hospital, Madarsko; 4/ Ethics Com-
mittee of Medicine and Medical Care, University of Oc-
cupational and Environmental Health, Japonsko) v kazdé
zemi a byla provedena podle principti, vyjadrenych v Hel-
sinské deklaraci. K acasti na této randomizované, dvojité
zaslepené, placebem kontrolované studie typu cross-over
bylo ziskano prostrednictvim ¢tyf urologickych oddéle-
ni v Japonsku (Univerzitni nemocnice Kjusu), Madarsku
(Nemocnice Jizni Pest, Budapest), Spanélsku (Fundaci6
Puigvert, Barcelona) a Francii (Hopital Foch, Suresnes)
celkem 32 sexudlné aktivnich dobrovolnic, a sice po osmi
z kazdé zemé. Dobrovolnice byly schvéleny etickymi ko-
misemi a poskytly informovany souhlas. Kritéria neza-
fazeni do studie zahrnovala pouzivani antibiotik v Sesti
mésicich pred studii, téhotenstvi, znamou alergii nebo ne-
snasenlivost na produkty z brusinek nebo rutinni pozivani
jakychkoliv potravinovych doplnkd, skladajicich se z vita-
mind, minerald nebo stopovych prvka. Dobrovolnice byly
pouceny, aby béhem studie nijak neménily své stravovaci
navyky nebo svij zivotni styl. Pro dobu uzivani kapsli se
vsak mély vyhnout véem jidlim, ndpojiim a doplnkiim ob-
sahujicim rod Vaccinium vcetné jinych forem V. macro-
carpon (brusinka kanadskd), V. myrtillus (brusnice borav-
ka), V. angustifolium (brusnice zkolistd), V. corymbosum
(bortuvka chocholi¢nata) a V. vitis-idae (brusnice obecnd).
Dobrovolnice byly rovnéz instruovany, aby omezily spo-
trebu cokolady, caje, vinnych hroznt a vina. Vsechny léky,
uzivané v pribéhu studie byly hlaseny lékari, ktery odpo-
vidal za sledovéni studie v prislusném centru.

Studie byla provedena s vyuzitim komercné dostupnych
kapsli brusinkového présku (Urell’/Ellura™ Pharmatoka,
Rueil Malmaison, Francie) a kapsli placeba, slozenych
z koloidniho silikagelu, stearanu horecnatého, celulézy
a zelatiny. Kapsle byly neprithledné, aby se skryla barva
obsahu. PAC v brusinkovém prasku byl kvantifikovan
spole¢nosti Brunswick Laboratories (Norton, MA) kolo-
rimetricky, aktualizovanou metodou s dimetylaminocin-
namaldehydem (metoda DMAC), s vyuzitim selektivni
kolorimetrické reakce mezi PAC a DMAC po gelové chro-
matografii s otevienym sloupcem na Sephadexu® LH-20
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(Amersham). Davky v tobolkdch byly standardizovany na
podani 18 nebo 36 mg ekvivalentit PAC v brusinkovém
prasku.

Dobrovolnice v Japonsku a Madarsku dostdvaly 0, 36
nebo 72 mg ekvivalenti PAC denné, dobrovolnice ve
Francii a ve Spanélsku 0, 18 nebo 36 mg ekvivalentii PAC
denné. Kazda dobrovolnice prosla postupné v ndhodném
poradi tfemi rezimy (vzdy 2 tobolky); jednotlivé rezimy
byly zalozeny na: (1) brusinkdch (2 Grovné ddvek PAC)
nebo (2) placebu nebo (3) 1 tobolce s brusinkami v kazdé
dévce PAC a jedné tobolce placeba; vymyvaci obdobi mezi
jednotlivymi rezimy trvalo minimalné jeden tyden. Dob-
rovolnice pozivaly tobolky rano v 8 hodin. Prvni mo¢ byla
shromazdovana od 9 hodin réno do 14 hodin po poziti
tobolek a podily byly slouc¢eny. Druhy odbér byl prova-
dén nésledyjiciho rana (v 8 hodin). Jesté pred poddvdnim
brusinek byla také odebrdna moc¢ na poc¢atku studie (0 h).
Rizné biologické a fyzikalné chemické parametry vzorki
moc¢i (sebranych pri kazdém rezimu) byly méfeny pomo-
ci systému Multistix® (Bayer). Mo¢ s velkym zastoupenim
leukocytt a dusitant byla vzdy vyloucena. Zbyvajici vzor-
ky byly centrifugovany pri 4000 g po dobu 15 minut, steri-
lizovany filtraci (0,45 um), rozdéleny do 3 alikvot a skla-
dovany pri -20 °C.

Vyuzil se uropatogenni kmen E. coli, izolovany dri-
ve u pacienta s UTI (NECS978323) (12) s P-fimbriemi
papG a typem pili 1. Aby bylo mozné primé pozorovani
ulpivajicich baktérii fluorescencnim mikroskopem, byl
NECS978323 geneticky modifikovan pomoci nemobili-
zovatelného plazmidu, odvozeného od pBBR a nesouciho
expresni kazetu GFP, a to tak, aby vylucoval zeleny flu-
orescenc¢ni protein (GFP) (24). Baktérie byly kultivovdny
v tryptikdzovém sojovém bujonu (bioMerieux, Marnes
La Coquette, Francie) nebo antigenovém agaru s koloni-
zac¢nim faktorem po dobu 16 hodin pfi 37 °C pro zvyseni
exprese P-fimbrii.

Pro zajisténi Gc¢inku produktu byl brusinkovy prasek,
standardizovany na PAC, testovan pfed pozitim dobro-
volnicemi na in vitro uropatogenni bakterialni antiadhezni
aktivitu s vyuzitim MRHA pro detekci antiadhezni aktivi-
ty u uropatogenniho mikroorganismu E. coli s P-fimbrie-
mi (11). V kratkosti, antiadhezni bioaktivita prasku byla
testovana mérenim schopnosti frakci potlacovat aglutina-
ci ¢ervenych lidskych krvinek (HRBC) (A1, Rh+) s nasled-
nou inkubacis uropatogenni E. coli s P-fimbriemi. Baktérie
byly suspendovany ve fyziologickém roztoku, pufrovaném
fosfore¢nanovym pufrem (PBS) na pH 7,0, v koncentraci 5
x 108 baktérii/ml. Prasek byl rozpustén v PBS v pocate¢ni
koncentraci 60 mg/ml a pH bylo upraveno na neutralni
pomoci NaOH. Roztok byl dvakrét zfedén a kazdé zredéni
(30 ml) bylo inkubovéno s 10 ml bakteridlni suspenze na
polystyrenové destic¢ce s 24 prohlubnémi po dobu 10 mi-
nut pri pokojové teploté na rotacni trepacce. Byla pripra-
vena 3% v/v suspenze HRBC v PBS a k testované suspenzi
bylo pfidano 10 ml zfedéné krve. Suspenze byla inkubo-
véna 20 minut na rota¢ni tfepacce pfi 21 °C a mikrosko-
picky byla vyhodnocena jeho schopnost branit aglutinaci.
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Byla zaznamendana konecna koncentrace roztoku, pfi niz
doslo k potlaceni aglutinace brusinkovou frakci. Prohlub-
né s obsahem baktérii plus PBS, HRBC plus PBS, baktérii
plus testovand frakce a HRBC plus testovana frakce slou-
zily jako negativni kontroly aglutinace a prohlubné s ob-
sahem baktérii plus HRBC slouzily jako pozitivni kontrola
aglutinace. Zkousky byly provadény trikrat.

Moc byla testovana ex vivo na antiadhezni aktivitu pred
a po lé¢ebném rezimu s vyuzitim dvou raznych zkousek.
Zkouska MRHA, popsand vyse, byla modifikovana nahra-
zenim roztoku brusinek moci. V kratkosti, kapka 30 pl
moci byla vzdy inkubovéna s 10 ul bakterialni suspenze na
polystyrenové desce s 24 prohlubnémi po dobu 10 minut
pri 21 °C na rotacni trepac¢ce. HRBC byly pridany k moci,
inkubovany po dobu 20 minut na rotac¢ni tiepacce pri 21
°C a vyhodnoceny mikroskopicky na schopnost branit
aglutinaci. Nebyla-li pozorovana zadna aglutinace, byla
moc¢ vyhodnocena tak, Ze obsahuje antiadhezni metabo-
lity a byla zaznamenana jako mo¢ s antiadhezni aktivitou
(AAA). Vysledky byly vyjadieny jako procento antiadhez-
ni aktivity (0% MRHA = 100% AAA, 50% MRHA = 50%
AAA a100% MRHA = 0% AAA). Zkousky byly ctyrikrat
opakovdny na tfech vzorcich moci a byla vypocitana stan-
dardni odchylka.

Ve druhé zkousce moci ex vivo byla bakterialni adheze
hodnocena pri vyuziti lidské bunécné linie epitelidlnich
bunék T24 (ATRCC HTB-4). Byla vyvinuta nové technika
za pomoci fluorescentni NEC978323 pro zesileni detekce
adheze kmene. Monovrstvy epitelidlnich bunék byly kul-
tivovany pfi 37 °C v McCoyové médiu 5a s obsahem 10%
(v/v) fetélniho teleciho séra, 1,5 mM glutaminu a antibio-
tik (50 U/ml penicilinu a 50 mg/ml streptomycinu) na kry-
cich sklickach v kultivacnich deskach s 24 prohlubnémi.
Baktérie byly kultivovany pres noc ve vzorcich moci s ob-
sahem 5% (v/v) Luriova bujénu. Baktérie byly oddéleny
centrifugaci, resuspendovany pri DO600 0,1 v McCoyové
médiu, pridany ke tkanové kultufe a inkubovany po dobu
2,5 hodiny pri 37 °C. Po promyti PBS byly bunky fixovany
4% paraformaldehydem, inkubovany 20 minut pfi pokojo-
vé teploté a zkoumany pod fluorescen¢nim mikroskopem.
Byl vypocitan index adheze (AI), odpovidajici pramérné-
mu poctu ulpivajicich baktérii na bunku pro 100 bunék.
Tento index byl vyjadren jako primeér minimalné tfi ne-
zavislych zkousek.

Po vypracovani snadného modelového systému inter-
akei hostitel-patogen bylo pouzito hiditko obecné - C.
elegans, aby se identifikovaly zakladni evolu¢né zachova-
né cesty, spojené s mikrobidlni patogenezi. Tento test je
zalozen na schopnosti E. coli byt pohlcen bezobratlymi
C. elegans, coz vede k infekci a nakonec usmrceni hlistic
(25). Procento usmrcenych hlistic za pritomnosti kmene
E. coli je nepfimym markerem potencidlu virulence to-
hoto kmene. Zkouska infekce C. elegans byla provadéna
tak, jak popsal Lavigne se spolupracovniky (25) s vyuzitim
mutantni linie Fer-15, jez ma poruchu plodnosti, citlivou
k teploté. Fer-15 poskytlo Centrum genetiky Caenorhab-
ditis, jez je financovano organizaci NIH National Center
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for Research Resources (NCRR). V krétkosti, aby byl rtst
¢ervu synchronizovany, byla shromdazdéna vajicka pomo-
ci chlornanové metody. Kmen E. coli byl kultivovan pres
noc v lidské moci, obsahujici 5 % (v/v) rastové médium
pro ¢ervy (NGM). Bakteridlni bunky byly izolovany cen-
trifugaci, jednou promyty a suspendovany ve fyziologic-
kém roztoku, pufrovaném fosfdtovym pufrem (PBS) na
pH 7,0, v koncentraci 105 CEFU/ml. Agarové plotny NGM
byly inokulovany 10 ul kmene a inkubovéany pfi 37 °C po
dobu 8-10 hodin. Plotny byly ponechany vychladnout na
pokojovou teplotu a naockovany Cervy ve stadiu L4 (20-30
na plotnu). Poté byly plotny inkubovéany pfi 25 °C a hod-
noceny kazdy den pod stereomikroskopem (Leica MS5)
na pocet hlistic. Pro kazdy zvoleny klon byly pripraveny
tri plotny a experiment byl opakovan pétkrat. Hlistice byla
povazovana za mrtvou, kdyz jiz nereagovala na dotyk.
Hlistice, které uhynuly v disledku ulpéni na sténu desky,
byly z analyzy vylouceny. Letalni doba 50 % (LT50) a doba
do uhynuti (LT100) odpovidaly ¢asu (v hodindch), ne-
zbytnému pro usmrceni 50 % resp. 100 % populace hlistic.
OP50 je avirulentni kmen E. coli, mezindrodni standardni
potrava pro hlistice, pouzitd jako kontrola. Pocet baktérii
v zazivacim ustroji C. elegans byl zjistén metodou, po-
psanou Garsinem se spolupracovniky (26). Pét C. elegans
bylo odebrano po 72 hodinach a povrchové baktérie byly
odstranény proplachem hlistic dvakrat kapkou 4 pl média
M9 na agarové desce NGM s obsahem gentamycinu 25
ul/ml. Hlistice byly vlozeny do 1,5 ml zkumavek typu Ep-
pendorf s obsahem 20 pul média M9 s 1 % Tritonem X-100
a byli mechanicky naruseni palickou. Objem byl upraven
na 50 pl médiem M9 s obsahem 1% Tritonu X-100, ktery
byl zfedén a vlozen na Luria-Bertaniho agar s obsahem 50
pg/ml ampicilinu. Kazdd zkouska byla provedena mini-
malné trikrat.

Kvantitativni proménné byly popsany hodnotami me-
dianu, rozptylem a primérem a standardni odchylkou.
Kvalitativni proménné byly popsiany pomoci obrazki
a procent. 95% intervaly spolehlivosti byly vyhodnoceny
exaktni Clopper-Pearsonovou metodou. Cetnosti mezi
AAA =0 %a AAA > 0 % byly porovnany pomoci kritérii
s vyuzitim Fisherova pfesného testu a hodnoty ukazatel
byly porovnany pomoci Kruskal-Wallisova testu. Hodnota
ukazatele byla vytvorena dle hodin, zemé a davky pomoci
modelu rovnice generalizovaného odhadu. Krivky preziti
¢ervi byly zkoumdny univariantni analyzou (Kaplan-Me-
ierovy kfivky). Byly uvedeny hodnoty medidnu preziti.
Krivky preziti byly porovnavany pomoci log-rank testu.
Poté byla provedena multivariantn{ analyza preziti (Co-
xttv model). Nebyla provedena zadnd metoda vybéru pro-
ménnych. Byly provéreny predpoklady proporcionalnich
rizik. Za statisticky vyznamnou byla povazovana hodnota
p < 0,05, dand softwarem SAS°/ETS (verze 8.1) (SAS Insti-
tute Inc, Cary, NC, USA).

strana4z11

Vysledky

Antiadhezni aktivita brusinkového prasku in vitro
Bakteridlni antiadhezni aktivita celého brusinkového
prasku Urell’/Ellura™ (namérené aktivitou MRHA) byla
0,47 mg/ml (data neuvedena).

U¢inky zjisténé zkouskami ex vivo
Vysledky MRHA naznacovaly vyznamnou antiadhezni ak-
tivitu (AAA) v moci, odebrané od dobrovolnic, které pozi-
valy brusinkovy prasek oproti placebu (p <0,001) (tabulka
1). Tato inhibice byla jasné z4visla na ddvce a zvySovala se
s mnozstvim ekvivalentd PAC, pouzitych v kazdém rezi-
mu brusinkového prasku. V ¢asovém priibéhu experiment
byl stanoven pik AAA. Ve vzorcich moci, odebranych po
6 hodindch, byl vyznamny rozdil mezi ddvkami brusinek,
obsahujicimi 18 mg PAC, a davkami s obsahem 36 nebo
72 mg PAC (p = 0,002); mezi 36 a 72 mg PAC vsak nebyl
zjistén zadny statisticky rozdil. Ve vzorcich moci, ode-
branych po 24 hodindch, byl vyznamny rozdil mezi AAA
v modi, patrici pacientim, ktefi pozivali ddvky brusinek
s obsahem 72 mg PAC (50% AAA), a AAA v modi, patrici
pacienttim, ktefi pozili 18 nebo 36 mg PAC (0 resp. 12%
AAA) (p = 0,002) (tabulka 1). Ve vSech zemich byly zjisté-
ny podobné vysledky a trendy (tabulka 1).

Vysledky zkousky adheze bunék epitelu ex vivo ukazaly
vysoce vyznamnou redukci bakteridlni adheze na bunky
T24 oproti placebu (p < 0,001) po poziti davek brusinek

\

Obrazek 1: Fluorescen¢ni mikroskopie E. coli gfp +
kmene, vypéstovaného v mo¢i dobrovolnic, ode-
brané po poziti brusinkového prasku a ulozeného
na bunky epitelu T24. A - E. coli, péstovana v modi,
odebréno po poziti placeba; B — E. coli, péstovana
v moci, odebrdno 6 hodin po poziti brusinkového
prasku s obsahem 18 mg proanthokyanidint (PAC); C -
E. coli, péstovana v moci, odebrédno 6 hodin po poziti
brusinkového prasku s obsahem 36 mg PAC; D - E. coli,
vypéstovana v moci, odebrano 6 hodin po poziti bru-
L sinkového prasku s obsahem 72 mg PAC.
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s obsahem 36 nebo 72 mg PAC (tabulka 1, obrazek 1).
Bakterialni adheze klesala v zavislosti na ddvce brusin-
kového prasku. Index adheze (AI) baktérii, vyrostlych ve
vzorcich moci, odebranych po poziti brusinek s 36 nebo
72 mg PAC byl vyznamné nizsi nez Al po davce 18 g PAC
(p < 0,001). Multivariantn{ analyza jasné potvrdila t¢inek
davkovani pro kazdy rezim brusinek ve srovnani s place-
bem (p < 0,001) (tabulka 2). AI baktérii v moci, odebra-
né po 6 hodinach a po 24 hodinach se vyznamneé lisily po
vSech rezimech brusinek (p < 0,001). Je zajimavé, Ze Al
po 24 hodinach po poziti brusinek s ekvivalenty 72 mg
PAC zistaval vyznamné nizky (AI medidn <10) ve srov-
nani s jinymi rezimy (p < 0,001). Multivariantni analyza,
potvrdila i¢inek ¢asové zavislosti s maximalnim tcinkem
po 6 hodinéch ve srovnéni s 24 hodinami (p < 0,001). Mul-
tivariantni analyza demonstrovala tcinek ptivodu pacien-
ta. Kdyz byla data upravena hodinou a davkou, vysledky
z Japonska se vyznamné lisily ve srovnani se tfemi dal$imi
zemémi vys$$im Al (p < 0,001) (tabulka 2).

Po 6 hodindch pro 3 déavky ekvivalence PAC byla zazna-
mendna vyznamna korelace mezi vysledky AAA a vysled-
ky AI (p = 0,01, 0,04 2 0,04 pro 18, 36 a 72 mg PAC). Tento
trend nebyl pozorovan po 24 hodindch pro 3 davky (p =
nevyznamné, 0,94 a 0,10 pro 18, 36 a 72 mg PAC).

Redukce virulentnosti E. coli

Vyhodnotili jsme virulentni potencial E. coli za pfitomnos-
ti rizné moci po poziti brusinkového prasku. Pramérnd
doba preziti (LT50) se u Cervil vyznamné zvysila na 5-6 dntt
u E. coli, péstované ve vzorcich moci, odebranych po pozi-
ti brusinek ve srovnani s LT50 u kmene, vypéstovaného ve
vzorcich moci, odebranych po poziti placeba (3 dny) (p <
0,001) (tabulka 3). U vzorkd moci, odebranych po 6 hodi-
néach, neni mozné zjistit zadny rozdil mezi virulenci kmene
E. coli, vypéstovaného v moci, odebraného po poziti PAC.
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V multivariantni analyze byl vyznamny tc¢inek davky
PAC, ovliviiyjici virulentnost E. coli (HR = 1 pro placebo
az HR = 0,32 pro 72 mg); mezi pozitymi PAC a pozoro-
vanou virulentnosti E. coli byl inverzni vztah (P < 0,001)
(tabulka 2). U¢inek PAC byl tedy pro ¢ervy ,,ochranny“. Na
virulenci E. coli méla kromé toho vliv i hodina. Virulence
E. coli vaci ¢erviim se zvysila o 32 % u moci, odebrané po
24 hodinéch, oproti moci, odebrané po 6 hodindch (P <
0,001).

Pocet CFU E. coli v zazivacim traktu cervi kolisal kolem
106 baktérii na cerva pro kazdy kmen 72 hodin po poziti
bez statistickych rozdilt (data neuvedena), coz potvrzova-
lo poziti a proliferaci izolatt ve stieve C. elegans.

Diskuse

V této studii byly Gspésné optimalizovany dvé experi-
mentalni zkousky pro demonstrovani antiadhezni akti-
vity v lidské moci po poziti brusinkového prasku. Byly
zvoleny dva casy odbéru: 1 az 6 hodin, odpovidajici
ve demonstrovali Howell se spolupracovniky (11), a 24
hodin, obdobi rezidudlni eliminace PAC moci. Vysledky
zkousek MRHA byly inverzné korelovany se zkouskou
adheze epitelidlnich bunék pro prvni mo¢, shromazdo-
vanou od 1 do 6 hodin po poziti riaznych davek ekviva-
lentt PAC v brusinkach (napf. Al klesal, kdyz se zvysila
antiadhezni aktivita, stanovend MRHA). Tato korelace
vsak nebyla zaznamendana pri 24 hodinach, z ¢ehoz lze
vyvodit, Ze zkouska adheze epitelidlnich bunék miize byt
metabolity méné koncentrované. Nase vysledky udavaji,
ze by jak MRHA, tak zkousky adheze epitelidlnich bunék
mohly byt potencidlné vyuzity pro vysetieni antiadhezni
aktivity moci, predevsim v prvnich 6 hodinach po poziti
brusinek.

Tabulka 2: Multivariantni analyza vysledk, ziskanych pro mocovou bakterialni adhezi na buiikach T24, vyjadienou jako

index adheze.
Parametrers sD 1€95% 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
72mg -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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Uprava zkousky bunééné adheze s vyuzitim fluoresku-
jiciho kmene E. coli odstranuje falesné pozitivni vysledky,
pozorované v predchozich experimentech s vyuzitim roz-
toku Giemsa pro barveni baktérii (12,13). V experimen-
talnim protokolu, pouzitém v této studii, je analyza rych-
lejsi a snazsi nez u roztoku Giemsa, coz znamena zlepseni
kvantifikace bakteridlni adheze.

Tato randomizovand, dvojité zaslepena studie, kontro-
lovand placebem a provddénd na vice pracovistich, odha-
lila zavislost ti¢inku na davce a ¢ase dvou rtiznych modeli
ex vivo ulpivani E. coli na epitelidlnich bunkdach mocového
méchyre. Prokazalijsme vrchol antiadhezni aktivity moci 6
hodin po poziti brusinkového prasku, standardizovaného
na PAC, se snizenim aktivity pfi 24 hodindch. Antiadhezni
aktivita moci linearné stoupala se zvysujicimi se ddvkami
ekvivalentt PAC jak pfi 6 tak 24 hodindach. Je zajimavé, ze
24 hodin po poziti 36 mg ekvivalenti PAC se projevil rezi-
dudlni antiadhezni ucinek, ktery byl vyraznéjsi po 72 mg.
Tento tcinek byl evidentni u moci od vsech dobrovolni-
ki bez ohledu na zemi. Tyto vysledky poprvé upozornily
na to, ze pro dosazeni bakteridlnitho antiadhezniho t¢in-
ku v moc¢i je u¢innych 36 mg brusinkovych ekvivalenti
PAC denné, ale 72 mg mize poskytnout nykthemeralni
ochranu. Data kinetiky signalizuji, ze aktivita je nejvyssi
po 6 hodinach jak u 36 tak 72 mg, po 24 hodinach vsak
vyrazné klesd, coz znamena, ze muze byt prinosné pozivat
brusinky ve dvou oddélenych davkach po 36 mg rano a ve-
cer. Pri 72 mg PAC jsou 24 hodin po poziti brusinek vzdy
pritomny razné t¢inné metabolity PAC (zejména rtizné
anthokyaniny (27)). Pro zkorelovani trovné ex vivo antia-
dhezni aktivity s prevenci klinického UTI jsou nutné dalsi
studie na ¢lovéku.

Mo¢, odebrana jesté pred studii od japonskych dobro-
volnic, vykazovala antiadhezni aktivitu. Tento jev mtize
byt dan produkci endogennich inhibitorti adheze (jako je
Tamm-Horsfallav glykoprotein), jez se u nékterych lidi vy-
skytuje. Je znamo, Ze tyto inhibitory jsou pfechodné a lze
je ovlivnit radou faktort, jak v oblasti vyzivy (na zakladé
rovnovahy soli a vody), tak Zivotnfho prostfedi. V multi-
variantni analyze vSak byl Al v této populaci vyrazné vyssi
nez u ostatnich populaci (p < 0,001). Protoze vliv ddvko-
vani a hodiny byl v této analyze potlacen, Ize tento rozdil
vysvétlit a¢inkem rozdilné vyzivy mezi asijskym a evrop-
skym stylem Zivota.

PAC, obsazené v brusinkach, inhibuji prvky adheze E.
coli, predevsim P-fimbrie (3,7). Adheze je prvnim krokem
bakteridlni virulence, aby se zajistilo jeji preziti a zajisté-
ni replikace. Aby se demonstroval uc¢inek PAC na viru-
lenci baktérii, vyuzili jsme in vivo model Ghynu hlistic,
validovany rtiznymi vyzkumnymi tymy (12,25,26,28,29).
Stanovili jsme, Ze sniZzend schopnost kmene E. coli za-
bijet hlistice koreluje s pozivanim tobolek s brusinkami.
Baktérie, péstované v moci jedincti, pozivajicich tobolky
s brusinkami, nejsou schopny k hlisticim prilnout a tudiz
vykazuji nizsi schopnost zabijet hlistice navzdory pritom-
nosti a proliferaci kmene E. coli ve stievé C. elegans. E. coli
byly ve stfevé cCerva lokalizovany, nemohly vsak ptisobit
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virulentnim ucinkem, protoze mohou vyvolat infekci jen
se snizenou virulenci.

Zavéry

Podavani brusinkového prasku, standardizovaného na
PAC, v davkach obsahujicich 72 mg PAC denné, muze po-
skytnout nykthemeralni ochranu proti bakteridlni adhezi
a virulenci v moc¢ovém ustroji. Protoze bakteridlni adheze
je prvnim krokem pfi zahjeni UTI, mize pozivani bru-
sinek poskytnout dalsi prostiedek na pomoc pfi prevenci
infekci.

Zkratky
AAA - antiadhezni aktivita; Al - index adheze; MRHA — mandzo-resistentni he-
maglutinace; PAC — proanthokyanidiny; UTI — infekce mocového Ustroji

Konkurencni zajmy

HB a TM se Ucastnili hodnoceni, organizovanych spole¢nosti Pharmatoka. ABH,
CC, ABBP, LG, PT, AS a JPL prohlasili, Ze nemaji zddné konkurencni zajmy. Phar-
matoka nehréla pfi navrhovanf studie, sbéru dat a analyze, rozhodnutf publiko-
vat nebo pfiprave rukopisu zadnou roli.

PFispévky autort

ABH, JPL a AS studii napldnovali, zGcastnili se jejiho ndvrhu a koordinace, pro-
vedli zkousky a vypracovali pracovni verzi rukopisu. HB se podilel na ndvrhu
a koordinaci studie, nabiral dobrovolnice a pomahal pfi pfipravé pracovni verze
rukopisu. CC proved| statistickou analyzu a pomohl pfi vypracovéani pracovni
verze rukopisu. ABBP provedla zkousky, spojené s urotelidlnimi burikami, a po-
mahal s vypracovanim pracovni verze rukopisu. LG, TM, PT nabirali dobrovolni-
ce v pfislusnych zemich, sledovali studii a pomahali vypracovat pracovni verzi
rukopisu. Vsichni autofi procetli a schvalili kone¢nou verzi rukopisu.
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