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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy z gatunku Escherichia coli (E. coli) posiadajgce uni-
kalne wtasciwosci genetyczne.

Bakterie z gatunku Escherichia coli sg to bakterie Gram-ujemne wchodzace w sktad fizjologicznej
flory bakteryjnej jelita grubego, ktére uczestniczg w procesie rozktadu pokarmu i produkcji witamin.
W okreslonych warunkach bakterie te jednak wywotujg schorzenia gtdéwnie uktadu moczowego i pokar-
mowego, ale réwniez zapalenia zatok i opon mdzgowych. Poznanie szczepéw z gatunku E. coli poprzez
scharakteryzowanie ich wtasciwosci pozwala nie tylko na skuteczne przeciwdziatanie schorzeniom
przez nie wywolanym, ale tez wykorzystanie ich specyficznych cech do wspomagania organizmu.
E. coli jest obecnie najwazniejszym mikroorganizmem gospodarza uzywanym do klonowania i amplifi-
kacji DNA w systemach inzynierii genetycznej w celu uzyskania ekspresji biatek heterologicznych.
E. coli wystepuje w licznych odmianach, réznigcych sie antygenem otoczkowym (antygen K), antyge-
nem powierzchniowym (antygenem O) i antygenem wici (antygenem H) i na tej podstawie podzielonych
na liczne grupy serologiczne. Jednakze przyporzagdkowanie do serotypow nic nie méwi o zréznicowanej
zjadliwosci tych drobnoustrojow. Stosuje sie zatem do tego celu metody molekularne ktérych celem jest
wykrycie genéw kodujgcych czynniki zjadliwosci E. coli.

Znany jest z polskiego opisu patentowego PL 190847 sposob identyfikacji szczepu E. coli DSM
6601, charakteryzujacy sie tym, ze w reakcji PCR stosuje sie okreslong pare starteréw za pomocg kto-
rych wykrywa sie geny fimA i focA ulokowane na plazmidowym ewentualnie na chromosomalnym bak-
teryjnym DNA.

Znany jest z polskiego opisu patentowego PL 191395 nowy szczep bakterii E. coli NRRL
B—21593 wytwarzajgcy znaczne ilosci treoniny. Wynalazek rozwigzuje problem efektywnego procesu
wytwarzania L-treoniny poprzez uzyskanie szczepdéw mikroorganizmow ktore efektywnie wytwarzajg
aminokwasy takie jak treonina a jednoczesnie sg oporne na antybiotyk, ktory jest czynnikiem redukuja-
cym aktywnos$¢ enzymatyczng. Chromosom szczepu E. coli NRRL B—21593 zawiera co najmniej jeden
operon treoninowy (thr) w potgczeniu czynnym z co najmniej jednym promotorem nienatywnym. Taki
szczep mikroorganizmu otrzymano na drodze wprowadzania odpowiedniego materiatu genetycznego.

Zakazenia drég moczowych nalezg do najczestszych zakazen bakteryjnych u ludzi. Ponad po-
towa (53%) kobiet i 14% mezczyzn przechodzi przynajmniej raz w zyciu epizod zakazenia drég moczo-
wych, co zmusza ich do okoto 6.8 milionéw wizyt w gabinetach lekarzy domowych, 1.3 milionéw pomocy
udzielanych w przychodniach szpitalnych oraz 245 000 pobytéw w szpitalach w ciggu jednego roku.
Kumulatywny roczny koszt leczenia zakazeh drég moczowych jest oceniany w USA na 2.4 miliarda
dolaréw. Escherichia coli jest najczestszym (ponad 80%) czynnikiem etiologicznym poza szpitalnych,
niepowiktanych zakazen drég moczowych, ktére wystepujg u pacjentéw z anatomicznie prawidtowym
narzgdem moczowym, bez zaburzeh odptywu moczu lub zmian zapalnych. U kobiet zakazenie drég
moczowych czesto wspotwystepuje z tzw. tlenowym zapaleniem pochwy, w ktérym czynnikiem etiolo-
gicznym jest takze E. coli. Nastepstwem zakazen dolnych drég moczowych w postaci ostrego zapalenia
pecherza sg zakazenia wstepujace, takie jak odmiedniczkowe zapalenie nerek prowadzace do trwatego
uszkodzenia nerek. Kobiety z ostrymi i nawrotowymi zapaleniami drég moczowych zakazane sg w wiek-
szosci przypadkéw tzw. uropatogennymi szczepami Escherichia coli (UPEC). Pateczki te posiadaja
zdolnos¢ do kolonizacji i zakazania drog moczowych miedzy innymi dzieki wytwarzanym powierzchnio-
wym czynnikom wirulencji warunkujgcym mozliwosc¢ ich zakotwiczenia sie do specyficznych receptoro-
wych czgsteczek obecnych na komérce gospodarza. Do tych czynnikéw wirulencji zalicza sie przede
wszystkim adhezyny czyli biatka fimbrialne typu 1, P, S, oraz Dr. Typ 1 fimbrii, spotykany najczesciej
u E. coli wywotujgcych zapalenie pecherza moczowego, przyjmuje formy wydtuzonych, grubych wiékien
bedgcych przedtuzeniem otoczek polisacharydowych, dzieki ktérym moze dochodzi¢ do aglutynaciji
Swiezych erytrocytéw np. swinki morskiej. Na podstawie tej reakcji przeprowadza sie test hemaglutyna-
cji wykrywajacy ekspresje fimbrii typu 1. Moze ona by¢ hamowana za pomocg D-mannozy i dlatego ten
rodzaj adhezyn jest rowniez nazywany mannozo-zaleznym.

Szczepy E. coli izolowane z moczu w wiekszosci przypadkow wykazujg na swojej powierzchni
réwniez obecno$¢ fimbrii typu P, ktére warunkujg powinowactwo tych pateczek do glikolipidowych re-
ceptoréw (zawierajgcych czgsteczki aGal-B-(1-4)-Gal) wystepujgcych na powierzchni tkanki wysciela-
jacej drogi moczowe gospodarza.
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Inne typy fimbrii zwigzane z UPEC stanowig fimbrie S i FIC nalezgce do tej samej rodziny adhezyn
kodowanej przez geny sfa i foc. Wigzg sie z wieloma strukturami komérek uktadu moczowego. Nato-
miast adhezyny typu Dr sg cechg UFEC powodujgcych objawowe UTI u ciezarnych kobiet, gdyz rozpo-
znajg czynnik DAF (decay accelerating factor), sktadnik antygenu grupowego Dr krwinek, zwigzany
z regulacjg kaskady dopetniacza eksponowany pod wptywem hormondw cigzowych.

Uropatogenne szczepy E. coli pochodzg gtéwnie z przewodu pokarmowego gospodarza,
a w przypadku kobiet, rowniez posrednio z pochwy. Namnazanie sie E. coli na nabtonku pochwy i jej
ujscia, utrzymujgce sie przez dtuzszy okres czasu, prowadzi w konsekwencji do kolonizacji, a nastepnie
infekcji drég moczowych. Czasami taka kolonizacja doprowadza takze do specyficznego zakazenia po-
chwy, tzw. tlenowego zapalenia pochwy. Tlenowe zapalenie pochwy jest stosunkowo niedawno zdefi-
niowanym procesem zapalnym zwigzanym z niekontrolowanym przerostem tlenowych, bakteryjnych
skfadnikéw flory pochwy takich jak E. coli i/lub Enterococcus faecalis czy Streptococcus agalactaiae.
Klinicznie jest ona zblizona do klasycznej bakteryjnej waginozy spowodowanej wzrostem populacji bak-
terii beztlenowych.

Wiekszos¢ genodw warunkujgcych obecnosé fimbrii na powierzchni komorki bakteryjnej kodowana
jest przez chromosomalne DNA, lub rzadziej przez plazmidowe DNA. Fimbrie moga ujawnia¢ sie pod
wplywem stymulujgcego dziatania warunkéw hodowlanych bakterii (czas, pasaz, temperatura, obec-
nos¢ antybiotyku), a ponadto wspomina sie réwniez o mozliwosci wywierania wptywu na tworzenie sie
struktur fimbrialnych na powierzchni komérki bakteryjnej przez inne wspétzyjgce w tej samym srodowi-
sku bakterie. Mozna powiedzie¢, ze typ fimbrii warunkuje zasiedlanie przez bakterie okreslonej niszy.
Stwierdzono, ze wsrod bakterii wywotujgcych zapalenie pecherza moczowego przewazajg szczepy po-
siadajgce fimbrie typu 1. Fimbrie typu 3 stwierdzono u szczepéw izolowanych z drég oddechowych
(nabtonek jamy ustnej, tchawicy). Stwierdza sie znacznie wyzszy stopien adhezji szczepow posiadaja-
cych mieszany typ ufimbriowania. Fimbrie typu P stwierdzono gtéwnie u szczepdéw E. coli izolowanych
z moczu dlatego uwaza sie, ze obecnosé fimbrii typu P zwieksza powinowactwo tych szczepéw do drég
moczowych.

Celem wynalazku jest wyizolowanie nowych szczepdw z gatunku Escherichia coli i okreslenie ich
unikalnych, naturalnych wtasciwosci genetycznych.

Istotg wynalazku jest nowy szczep Escherichia coli PL44 zdeponowany w Polskiej Kolekgciji
Mikroorganizméw we Wroctawiu pod numerem B/00046.

Istotg wynalazku jest nowy szczep Escherichia coli PL53 zdeponowany w Polskiej Kolekciji
Mikroorganizméw we Wroctawiu pod numerem B/00047.

Istotg wynalazku jest nowy szczep Escherichia coli PL85 zdeponowany w Polskiej Kolekciji
Mikroorganizméw we Wroctawiu pod numerem B/00048.

Szczepy te zostaty zdeponowane zgodnie z traktatem budapesztenskim o miedzynarodowym
uznawaniu depozytu drobnoustrojéw dla celéw postepowania patentowego w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wro-
ctawiu (ul. Rudolfa Weigla 12). Nowe szczepy zostaty zdeponowane w dniu 31.10.2012 r. i otrzymaty
numery depozytowe:

Escherichia coli PL 44 zdeponowany pod numerem B/00046

Escherichia coli PL 53 zdeponowany pod nhumerem B/00047

Escherichia coli PL 85 zdeponowany pod numerem B/00048

I. Badania wybranych szczepow bakterii Escherichia coli (E. coli)

1. Izolacja szczepéw E. coli z przypadkéw zakazen drog moczowych u kobiet.

Materiat do badan stanowity szczepy Escherichia coli wyizolowane z prébek moczu pobranych
od kobiet wykazujgcych objawy zakazeh drég moczowych i znamienng bakteriurie, oraz z wymazéw
z pochwy pobranych od pacjentek z objawami stanu zapalnego drég rodnych wykazujgcych warto$¢
skali Nugenta pomiedzy 4 a 10. W sumie do badan wybrano 30 szczepéw E. coli, z ktérych 28 pocho-
dzito z moczu, za$ 2 z pochwy.

2. Charakterystyka wyizolowanych szczepéw za pomocg metod fenotypowych i genotypowych.

Przynaleznos$é zebranych szczepdw do gatunku E. coli stwierdzono za pomocg standardowych
metod genotypowych za pomoca zestawu API 20E (bioMericux), zas potwierdzono w oparciu o technike
PCR z zastosowaniem starteréw dla genu 3-galaktozydazy specyficznego dla E. coli.

3. Charakterystyka wyizolowanych szczepow E. coli pod wzgledem czynnikéw wirulencji za po-
mocg metod fenotypowych i genotypowych.
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Zastosowano metodyke opisang w pracy Johnsona i Stella polegajgcg na technice PCR z uzy-
ciem starteréw dla najwazniejszych czynnikéw wirulencji uropatogennych szczepéw E. coli (Tabela 2).

4. Zdolnos$¢ do produkciji biofilmu w badaniach in vitro.

Oznaczanie ilosciowe biofilmu metodg kolorymetryczna.

Hodowle bakteryjne zatozono w 96-dotkowych ptaskodennych ptytkach polistyrenowych. W tym
celu uzyto wczesniej przygotowanych hodowli zawiesinowych o OD réwnym 0,5 — do kazdego dotka
zadano po 200 ul odpowiedniej hodowli bakteryjnej. Nastepnie ptytki inkubowano w warunkach tleno-
wych i temperaturze 37°C. Kazdg hodowle zawiesinowg zadano w dwoéch powtdérzeniach, a pomiar ilosci
biofilmu przeprowadzono po 4, 8, 24, 48 i 72 godzinach od momentu zadania zawiesin bakteryjnych do
dotkéw. W metodzie kolorymetrycznej ilos¢ biofilmu mierzono wykorzystujgc fiolet krystaliczny. Po upty-
wie 24 godzin od momentu zadania hodowli do dotkéw usunieto pozywke, a dotki przeptukano 2-krotnie
200 pl NaCl i pozostawiono do wyschniecia. Nastepnie do dotkéw zadano po 200 ul 1% fioletu krysta-
licznego i inkubowano przez 30 min. w temperaturze pokojowej, po czym przeptukano je 4-krotnie wodg
destylowang i osuszono. Zwigzany fiolet krystaliczny rozpuszczono w 200 pl 96% EtOH i przeprowa-
dzono pomiar absorbancji przy dtugosci fali 585 nm. Przy kazdym pomiarze uwzgledniono prébe $lepa,
bedgcag wartoscig absorbancji dla pustego dotka wybarwionego fioletem krystalicznym w sposéb iden-
tyczny jak dotek z hodowla.

5. Wyniki.

Wyniki badan zostaty przedstawione w postaci tabel (tabela 3, tabela 4). Opisujac tok przepro-
wadzonych badan, najpierw zostaty wykonane badania mikrobiologiczne prébek moczu pobranego od
kobiet z klinicznie rozpoznanymi zakazeniami drog moczowych oraz z historig nawrotéw takich zakazen.
Badania takie zostaty przeprowadzone w wyspecjalizowanym laboratorium mikrobiologicznym z zasto-
sowaniem standardowych metod ilosciowych. Szczepy bakterii wyizolowanych z probek wykazujgcych
znamienng bakteriurie zostaly nastepnie poddane procedurom klasyfikacyjnym, majgcym na celu po-
twierdzenie ich przynaleznosci do gatunku E. coli. W tym celu zostaty zastosowane metody fenotypowe
przy uzyciu komercyjnego zestawu API 20E, a nastepnie genotypowe przy uzyciu gatunkowo-swaoistych
starterow w metodzie PCR. W ten sposéb zostata stworzona kolekcja wyjsciowa 30 szczepéw E. coli,
ktéra zostata poddana dalszym badaniom majacym na celu wykrycie w tych szczepach obecno$ci ge-
néw kodujgcych czynniki wirulencji (biatka lub polisacharydy odpowiedzialne za zjadliwo$¢). Przepro-
wadzono wykrywanie 10 genéw zwigzanych z patogennoscig E. coli dla drég moczowych, wykazywa-
nych jako wazne w pracach nad zakazeniami drég moczowych i w pracach nad konstruowaniem szcze-
pionek. Okazato sie, ze badane szczepy posiadajg w zroznicowanych proporcjach 7 genéw z badanych
10 genow kodujgcych czynniki wirulencji, wystepujacych w 18 do 97% uropatogennych szczepach
E. coli badanych przez innych autoréw. Najczesciej w badanych szczepach wystepowat gen fimH, a po
nim geny iroN i papC. Dystrybucja poszukiwanych genéw w badanych szczepach nie byta réwna. Naj-
wiecej gendw wykryto w szczepie: 53 (7 gendw), poza nim szczepy 44 i 85 posiadaty po 5 genow.

Ponadto przeprowadzono badania in vitro nad zdolnoscig skolekcjonowanych szczepdéw E. coli
do tworzenia biofilmu. Tworzenie biofilmu jest obecnie uwazane za wyznacznik patogennoéci, gdyz pro-
ces ten prowadzi do trwatego osiedlenia sie bakterii na powierzchniach ciata. Jak wynika z analizy uzy-
skanych danych, badane szczepy znacznie sie réznity zdolnoscig do tworzenia biofilmu, wykrywang
dwoma réznymi metodami. Niektére z badanych szczepdw wykazywaty sie wybitng zdolnoscig do two-
rzenia biofilmu wykrywanego za pomocg barwnika Alexa 488 po 8 i 24 godzinach. Natomiast barwienie
biofilmu za pomocg fioletu krystalicznego wykazato produkcje biofilmu, ktéra byta najwieksza w hodow-
lach wielu szczepéw, ale najaktywniejszymi wsrdd nich byt 44 po 8 godzinach. Wedtug doswiadczenia
stosowanie barwnika Alexa 488 najlepiej odpowiada rzeczywistej produkcji biofilmu.

6. Wnioski

Zebrane szczepy bakterii pochodzace z przypadkéw zakazeh drég moczowych: nawrotowych
zapaleh pecherza i odmiedniczkowego zapalenia nerek, a takze z przypadkéw tlenowego zapalenia
pochwy i stanowigce czynniki etiologiczne tych zakazen zostaty sklasyfikowane na podstawie badan
fenotypowych i genotypowych do gatunku Escherichia coli. Wsréd badanych szczepdw wystgpito 7
z badanych 10 genéw majgcych istotne znaczenie w patogenezie zapalen narzgdu moczowo-ptcio-
wego, przy czym kilka szczepdéw produkowaty wszystkie z nich. Badane szczepy produkowaty biofilm
w réznych ilosciach; kilka z nich byto jego wybitnymi producentami. Zatem przeprowadzone badania
dajg dobre podstawy do przeprowadzenia selekc;ji kilku szczepdw jako szczepdw macierzystych do ce-
6w produkcyjnych. Selekcja taka zostata potwierdzona wynikami badah nad immunogennoscig bada-
nych szczepdw.
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Tabela 1. Pochodzenie wybranych szczepéw E. coli

Nr Nr Rozpoznanie Materiat | Potwierdzona | Przynaleznosc¢
szezepu | badania _ bakteriuria gatunkowa*
53 602 Nawrotowe mocz tak E.coli

zakazenie drég
moczowych
85 724 Nawrotowe mocz tak E.coli
zakazenie drog
moczowych
44 475 Zapalenie mocz tak E.coli
odmiedniczkowe
nerck

* Potwierdzona za pomocg metody fenotypowej i genotypowej: testu APl 20E, PCR

Tabela 2. Poszukiwane geny zwigzane z patogennoscig szczepow E. coli powodujgcych
zakazenia drog moczowych

Gen Czynnik wirulencji Znaczenie w
patogennosci/czgstosé
wystepowania w szczepach
UPEC
JimH Adhezyna (fimbrie) typu 1 ++ /97.5%
papC Fimbrie typu P ++/ 32.7%
iroN Salmochelina, receptor dla 4+ 82.7%
zelaza
cnf-1 Cytotoksyna (cytotoksyczny +++/18.5%
czynnik martwicy typu 1)
 sfaD/E Fimbrie typu S +/27.8%
kpsMTII Antygen powierzchniowy
uropatogennych szczepow
E.coli
usp Swoiste biatko +++/22.2%
uropatogennych szezepow
E.coli
afaB/C Niefimbrialny czynnik +/6.2%
adhezyjny typu /fimbrie Dr’
hlyA a-hemolizyna +25.3%
papE/F Fimbrie typu P +/32.7%
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Tabela 3.Zestawienie wtasciwosci wybranych szczepow E. coli

i Nrszczepu 'ﬁ'mif M}mpC iroN | enf- | sfa | kps 'mp Pochodzenie/
| E.coli 1 | D/E | MTHI rozpoznanie
53 + + + + + + + | Cystitis rec.

A+ + + + + + - - | Pyelonephritis
85 + - + + + + - Cystitis rec.

Legenda: (+) oznacza obecnos$¢ genu; (-) oznacza brak genu

Tabela 4.Zdolnosé¢ wybranych szczepow
do tworzenia biofilmu

Nr Bio Pochodzenie/

szezepu | film rozpoznanie

E. coli fiolet

53 - Cystitis rec.
44 +++ | Pyelonephritis
85 - Cystitis rec.

Legenda: (+++) oznacza silng produkcje biofiimu
(-) oznacza brak produkcji biofilmu

Il Przyktad wykonania

Badanie immunogennosci wybranych szczepéw

Cytokiny sg to biatka wptywajgce na wzrost, proliferacje i pobudzenie komaérek biorgcych udziat
w odpowiedzi odpornosciowej. Cytokiny mogg wybidrczo pobudzac¢ odpowiedz komérkowg lub humo-
ralng, co ze wzgledu na ich ilo§¢ powoduje niezwykle skuteczny system powigzan pomiedzy komdrkami
uktadu odpornosciowego. Cytokiny ze wzgledu na swojg immunomodulacyjng role sg coraz powszech-
niej stosowane w terapii. Do badarn immunogennosci wybranych szczepow E. coli zastosowane zostaty
ludzkie komérki uktadu immunologicznego i komérki nabtonkowe. Oceniany byt poziom wybranych cy-
tokin uwalnianych po kontakcie z badanymi bakteriami.

Ludzkie makrofagi otrzymywano z komaérek jednojgdrzastych krwi obwodowej metodg adherencji
do naczyn hodowlanych. Jest to zoptymalizowana metoda otrzymywania makrofagéw ludzkich stoso-
wana na catym Swiecie [Koziel et al.]. Krew pochodzita od 3 zdrowych, anonimowych dawcéw z Regio-
nalnego Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w Krakowie. Praca z tym materialem biologicznym
nie wymaga zgody komisji etycznej. Pobrana na antykoagulant krew zostata poddana wirowaniu w wa-
runkach: 400 x g, 12 min, 20°C celem odseparowania ptytek krwi oraz osocza. Po odciggnieciu osocza,
inaktywowano go poprzez 30-minutowg inkubacje w 56°C. Zaréwno przed, jak i po inkubacji, osocze
wirowano w nastepujgcych warunkach: 3000 x g, 15 min, 20°C. Pozostatg krew rozciehczano roztworem
PBS i nawarstwiano na roztwér do rozdziatu w gradiencie gestosci LSM, co pozwalato na rozdziat ko-
morek w nastepujgcych warunkach wirowania: 400 x g, 35 min. 20°C. Frakcje zawierajgce komorki
jednojadrzaste zbierano do pozywki RPMI 1640 z 1% ptodowg surowicg bydlecg (FBS) i wirowano
w warunkach: 350 x g, 12 min, 4°C. Po zlaniu nadsgczy osady tgczono, zawieszano w RPMI 1640 z 1%
FBS, nawarstwiano na 2,5 ml FBS i wirowano w warunkach: 280 x g, 10 min, 4°C. Tak otrzymany osad
zawieszano w RPMI 1640 z 10% autologicznym osoczem i 50 pyg/ml gentamycyny. Komérki zliczano
z wykorzystaniem komory FUCHSA-ROSENTHALA, nastepnie wysiewano na ptytki 24 — dotkowe do
hodowli komdrek adherentnych w gestosci: 3 min komadrek/dotek. Po 24 h od izolacji nieadherentne
komorki jednojgdrzaste usuwano poprzez odptukanie zimnym PBS, a do komérek pozostatych na ptyt-
kach dodawano $wiezg porcje pozywki. Komérki byty nastepnie hodowane przez 7 dni (37°C, 5% COy)
w celu petnego zréznicowania w pozywce RPMI 1640 z 10% autologicznym osoczem.
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Po zréznicowaniu komoérek, pozywka hodowlana byta wymieniana na $wiezg 2 godziny przed
stymulacjg zawiesinami bakterii. Nastepnie, do 600 pl pozywki RPMI 1640 z 5% FBS dodawano zawie-
sine komoérek bakteryjnych w nastepujacych stosunkach makrofag : komérka bakteryjna 1 : 50 i inkubo-
wano przez 8 godzin w 37°C, 5% CO.. Zawiesiny komérek E. coli byty inaktywowane termicznie albo
za pomocg autoklawowania albo za pomocg metody tyndalizacji w celu poréwnania ich immunogenno-
sci. Kontrole stanowity komoérki nie traktowane bakteriami, do ktérych dodano jatowy roztwor PBS
w objetosci réwnej dodawanym zawiesinom bakteryjnym. Po zakonczeniu inkubacji pozywki zbierano,
wirowano 2000 x g, 5 min. 4°C i zamrazano w temp. -80°C, gdzie przechowywano, az do momentu
wykonania oznaczenh.

Pozywki hodowlane zebrane znad hodowli ludzkich makrofagéw przechowywano w temperaturze
-80°C do czasu wykonania pomiaréw. Po rozmrozeniu prébki wirowano (2000 x g, 5 min., 4°C) i pod-
dano analizie. W celu przeprowadzenia oznaczenia uzyto komercyjnych zestawéw do testu ELISA dla
ludzkich cytokin:

— TNFa (BD OptEIA™ Set Human TNF — Cat. No. 555212)

—IL-6 (BD OptEIA™ Set Human IL-6 — Cat. No. 555220)

—IL-8 (BD OptEIA™ Set Human IL-8 — Cat. No. 555244)

—IL-10 (BD OptEIA™ Set Human IL-10 — Cat. No. 555157)

— IFNy (BD OptEIA™ Set Human IFNy — Cat. No. 555142)

Test ELISA przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta. Ptytki 96-dotkowe optaszczano
przeciwciatami anty-ludzki TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy rozcienczonymi w stosunku 1 : 250 w buforze
optaszczajgcym (0,1M weglan sodu, pH 9,5) po 100 pl na dotek. Ptytki inkubowano w temperaturze 4°C
przez noc, a hastepnie ptukano trzykrotnie (300 pl na dofek) buforem ptuczgcym (PBS 1 x 0,05% Tween 20).
Nastepnie, dodano 200 ul buforu blokujgcego na dotek (PBS 1 x, 10% FBS) i inkubowano w tempera-
turze pokojowej, przez okres 1 godziny. Po ponownym, trzykrotnym ptukaniu buforem ptuczacym, na
ptytke natozono po 100 ul badanych pozywek oraz probek standardowych zawierajgcych cytokiny
0 znanym stezeniu:

— TNFa (7,8 pg/ml — 500 pg/ml),

—IL-6 (4,7 pg/ml — 300 pg/ml)

—IL-8 (3,1 pg/ml — 200 pg/ml)

—IL-10 (7,8 pg/ml — 500 pg/ml)

— IFNy (4,7 pg/ml — 300 pg/ml)

Po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej, ptytke ptukano pieciokrotnie buforem ptucza-
cym. W nastepnym etapie dodawano zawieszonych w buforze blokujgcym biotynylowanych przeciwciat
rozpoznajgcych ludzkie cytokiny w odpowiednim stezeniu:

—TNFa 1: 250

—IL-6 1:250

—1L-8 1:500

—1L-10 1: 500

—IFNy 1 : 250
oraz roztworu koniugantu streptawidyny z enzymem peroksydazy chrzanowej (w rozcienczeniu 1 : 250).
Inkubacja trwata 1 godzine, w temperaturze pokojowej. Ostatecznie, po siedmiokrotnym ptukaniu ptytki
buforem ptuczgcym, do kazdego dotka dodana po 100 pl roztworu substratu dla peroksydazy chrzano-
wej (BD OptEIA™ TMB Substrate Reagent Set). Inkubacja przeprowadzana byta w ciemnosci przez
30 minut. Reakcje zatrzymywano poprzez dodawanie do kazdej studzienki 50 pl 2 N kwasu siarkowego.
Absorbancje mierzono przy dwdch diugosciach fali, wkasciwej 450 nm oraz korekcyjnej 570 nm.

Uzyskane wyniki absorbancji przeliczono na stezenie odpowiednich cytokin (wyrazone w pg/mi
lub ng/ml pozywki hodowlanej) wzgledem sporzgdzonych krzywych standardowych. Wartosci pocho-
dzgce z 3 dawcow usredniono i zamieszczono na wykresach. Otrzymane wartosci w przypadku pomiaru
wszystkich badanych cytokin znajdujg sie w zakresie czutosci stosowanych testow ELISA.

W wyniku tych badan ustalono, ze stymulacja badanymi szczepami E. coli skutkuje indukcjg se-
krecji wszystkich badanych cytokin w poréwnaniu do komadrek nie stymulowanych (PBS), wérdd 9 ba-
danych szczepéw E. coli, wybrane szczepy: 53, 44 i 85 cechowat najwyzszy potencjat stymulacyjny dla
badanych cytokin. Ponadto wykryto, Zze szczepy E. coli poddane tyndalizacji posiadajg wyzszy potencjat
stymulacyjny w stosunku do autoklawowanych, co moze wynika¢ z termicznej inaktywacji biatkowych
antygenow powierzchniowych lub endotoksyny bakteryjnej. Szczepy nr: 53, 44 i 85 cechuje najwyzszy
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potencjat aktywacyjny, ktéry zostaje zachowany rowniez po procesie autoklawowania, co moze wska-
zywacé na obecnos¢ termicznie odpornych struktur immunomodulacyjnych w badanych szczepach. Daje
to mozliwos¢ zastosowania autoklawowanych szczepoéw w formie szczepionki. Odnotowana stymulacja
zaréwno cytokin o charakterze typowo pro-zapalnym (TNF), pro- i przeciwzapalnym (IL-6) oraz przeciw-
zapalnym (IL-10) wskazuje na wielokierunkowos$¢ stosowanych szczepdw i moze prowadzi¢ do indukcji
odpowiedzi humoralnej. Wykryto takze silng ekspresje INFy, co wskazuje na indukcje komérkowych
mechanizméw zabijania drobnoustrojéw, wzmagajgcych obrone przeciw patogenom wewnatrzkomor-
kowym.

Przebadano takze poziomy uwalniania cytokin przez linie komoérkowg nabtonka pochwy A431 pod
wptywem wybranych bakterii E. coli. Pozywki hodowlane zebrane znad hodowli komérek A431 prze-
chowywano w temperaturze -80°C do czasu wykonania pomiaréw. Po rozmrozeniu probki wirowano
(2000 x g, 5 min., 4°C) i poddano analizie. W celu przeprowadzenia oznaczenia uzyto komercyjnych
zestawdw do testu ELISA dla ludzkich cytokin:

— TNFa (BD OptEIA™ Set Human TNF — Cat. No. 555212)

—IL-6 (BD OptEIA™ Set Human IL-6 — Cat. No. 555220)

—IL-8 (BD OptEIA™ Set Human IL-8 — Cat. No. 555244)

—IL-10 (BD OptEIA™ Set Human IL-10 — Cat. No. 555157)

—IL-1(3 (BD OptEIA™ Set Human IL-1p3 — Cat. No. 557953)

— TGFB1 (BD OptEIA™ Set Human TGFB1 — Cat. No. 559119)

— IL-17 (eBioscience — Cat. No. BMS2017)

Test ELISA przeprowadzono zgodnie z instrukcjami producenta. Ptytki 96-dotkowe optaszczano
przeciwciatami anty-ludzki TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, IL-1B, TGFB1 rozcienczonymi w stosunku 1 : 250
w buforze optaszczajgcym (0,1M weglan sodu, pH 9,5) po 100 ul na dotek. Phytki inkubowano w tempe-
raturze 4°C przez noc i ptukano trzykrotnie (300 ul na dotek) buforem pluczacym (PBS 1 x, 0,05%
Tween 20). Nastepnie, dodano 200 pl buforu blokujgcego na dotek (PBS 1 x, 10% FBS) i inkubowano
w temperaturze pokojowej, przez okres 1 godziny. Po ponownym, trzykrotnym ptukaniu buforem ptu-
czacym, na ptytke natozono po 100 ul badanych pozywek oraz prébek standardowych zawierajgcych
cytokiny o znanym stezeniu:

— TNFa (7,8 pg/ml — 500 pg/ml)

—IL-6 (4,7 pg/ml — 300 pg/ml)

—IL-8 (3,1 pg/ml — 200 pg/ml)

—IL-10 (7,8 pg/ml — 500 pg/ml)

—IL-1B (3,9 pg/ml — 250 pg/ml)

— TGFB1 (125 pg/ml — 8000 pg/ml)

—IL-17 (1,6 pg/ml — 100 pg/ml)

Po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej, ptytke ptukano pieciokrotnie buforem ptuczg-
cym. W nastepnym etapie dodawano zawieszonych w buforze blokujgcym biotynylowanych przeciwciat
rozpoznajgcych ludzkie cytokiny w odpowiednim stezeniu:

—TNFa 1:250
—IL-6 1:250
—IL-8 1:500
—IL-10 1:500
—IL-13 1:1000
—TGFB11:250

oraz roztworu koniugantu streptawidyny z enzymem peroksydazy chrzanowej (w rozcienczeniu 1 : 250).
Inkubacja trwata 1 godzine, w temperaturze pokojowej. Ostatecznie, po siedmiokrotnym ptukaniu ptytki
buforem ptuczgcym, do kazdego dotka dodano po 100 pl roztworu substratu dla peroksydazy chrzano-
wej (BD OptEIA™ TMB Substrate Reagent Set). Inkubacja przeprowadzana byta w ciemnosci przez
30 minut. Reakcje zatrzymywano poprzez dodawanie do kazdej studzienki 50 pl 2 N kwasu siarkowego.
Absorbancje mierzono przy dwdch dtugosciach fali, wkasciwej 450 nm oraz korekcyjnej 570 nm. Uzy-
skane wyniki absorbancji przeliczono na stezenie odpowiednich cytokin (wyrazone w pg/ml lub ng/ml
pozywki hodowlanej) wzgledem sporzgdzonych krzywych standardowych. Otrzymane wartosci usred-
niono i zamieszczono na wykresach. Otrzymane wartosci w przypadku pomiaru wiekszosci badanych
cytokin znajdujg sie w zakresie czutosci stosowanych testéw ELISA.
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W wyniku przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze stymulacja wybranymi szczepami
E. coli skutkuje indukcjg sekrecji wszystkich badanych cytokin w poréwnaniu do komaérek nie stymulo-
wanych, poziom cytokin jest znacznie wyzszy w poréwnaniu do testowanego szczepu Lactobacillus,
poziom stymulacji szczepami tyndalizowanymi jest poréwnywalny do poziomu indukcji szczepami auto-
klawowanymi, a ponadto, ze w$réd badanych szczepdw E. coli mozna wyréznic¢ 3 (nr: 44, 53, 85), ktére
cechuje najwyzszy potencjat stymulacyjny badanych cytokin.

Tabela 5. Zestawienie wynikow badania stymulacji produkcji badanych cytokin przez wybrane szczepy E. coli
Nr Koméorki nabtonkowe A 431 Makrofagi “
szczep | TNF | IL | IL | IL | IF | ILI7 | TNF IL6 IL8 ILi0 IFN

u 6 81 | N

44 T T TTT | TT.T A T | TT.T
53 T T T | TTT| TT.T | TT | T.T

85 | T T T | TTT| T.T.T | TTA | T.T T.T

T = stymulacja produkcji cytokin przez tyndalizowane komorki E. coli
A = stymulacja produkcji cytokin przez autoklawowane komérki E. coli

Wybrane droga selekcji szczepy Escherichia coli PL 44 Escherichia coli PL 53 oraz Escherichia
coli PL 85 charakteryzujg sie wysokim potencjatem stymulujgcym dla badanych cytokin. Dzieki swoim

specyficznym indywidualnym cechom moga by¢ uzyteczne w leczeniu zakazen powodowanych przez
bakterie Escherichia coli.

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep Escherichia coli PL44 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw we Wrocta-
wiu pod numerem B/00046.

2. Szczep Escherichia coli PL53 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw pod nume-
rem B/00047.

3. Szczep Escherichia coli PL85 zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw we Wrocta-
wiu pod numerem B/00048.
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