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Probiotické kmeny Lactobacillus fermentum 16A/1 a Lactobacillus crispatus 13A a jejich
pouZiti k vaginalni aplikaci

Oblast techniky

Vynalez se tyka dvou probiotickych kmenii Lactobacillus fermentum 16A/1 (CCM 7879) a
Lactobacillus crispatus 13A (CCM 7878), které byly izolovany z vaginy zdravych Zen a které
jsou uréeny k pouziti ve vagindlnich prostfedcich uréenych k prevenci a 1é¢bg vaginélnich one-
mocnéni zpiisobenych patogennimi bakteriemi. Kmeny se svymi vlastnostmi a G¢inky vzajemné
dopliiuji, jejich kombinace je tudiz unikatni. Oba probiotické kmeny jsou uloZeny v Ceské sbirce
mikroorganismii Pfirodovédecké fakulty Masarykovy univerzity v Brné.

Dosavadni stav techniky

Probiotické bakterie se jiz po nékolik desetileti pouzivaji v nejrizngjSich vyrobcich pro jejich
blahodarné u¢inky na celkovy zdravotni stav organismu. Mechanismus jejich pdsobeni spoCiva v
jejich schopnosti kompetice o mista adheze s patogennimi mikroorganismy, dale v produkei anti-
mikrobialnich latek a také v modulaci imunitniho systému hostitelského organismu. K vaginalni
aplikaci se nejéasi&ji pouzivaji kmeny rodu Lacfobaciflus, v mensi mite pak rod Streprococcus.
Vyrobky jsou obvykle ve formé vaginalnich tablet, ¢ipki nebo tobolek a jsou registrovany bud’
jako zdravotnicky prostfedek. nebo léCivy pfipravek. Jistou nevyhodou téchto vyrobki je Casto
nevaginalni piivod obsazenych probiotickych kmenil, coz maze vést k nezidoucim alergickym
reakcim (svédéni, paleni). Dalsim nedostatkem je geograficky pivod kmeni. Casto nelze geogra-
ficky piivod viibec dohledat, pFicemz efektivnost piisobeni probiotickych kmend je na geografic-
kém pavodu v nemalé mife zavisla.

Podstata vynédlezu

Nové probiotické kmeny Lactobaciflus fermentum 16A/1 (CCM 7879) a Lactobacillus crispatus
13A (CCM 7878) vyde uvedené nedostatky piekonavaji. Byly izolovany z vaginy zdravych Ces-
kych zen, &ili jak zdroj, tak i peograficky plvod jsou optimalni pro jejich potencionlni pouZiti
k prevenci &i terapii posevnich infekei a k obnoveni a stabilizaci poSevniho prostiedi. Probiotické
kmeny Lactobacillus fermentum 16A/1 a Lactobacillus crispatus 13A jsou deponovany v Ceské
sbirce mikroorganisma a byly u nich stanoveny zakladni viastnosti, které zajiStuji jejich probio-
tické piisobeni — vitalita po lyofilizaci, baktericidni a kandidacidni aktivita, produkce kyseliny
mlééné, produkce peroxidu vodiku, adherence k vaginalnimu epitelu, odolnost viidi antibiotikiim,
imunomoduladni vlastnosti. Kombinace obou kmenit je stabilni, Zivotaschopna a ve svych (&in-
cich vyjimecné se doplitujici smés splitujici pfisné pozadavky moderni mediciny.

1zolace: posevni stéry Zen spliujicich podminky: zcela zdravé, které pravidelné neuzivaji zadné
latky; premenopauzalni, vék 20 az 40 let; Zeny, které neuzivaly v poslednich 14 dnech antibiotic-
kou 1é&bu; Zeny neuzivajici hormonalni antikoncepci min. 3 mésice; doba odbéru — uprostied
menstruaéniho cyklu, tj. tésn& po ovulaci; min. 2 dny po nechranéném pohlavnim styku.

Kultivaéni podminky: médium MRS, CO,/anaerobné, 36,5 °C

Identifikace: presumptivni identifikace zaloZena na rep—PCR (GTGs), nasledné identifikace:
biotypizace (APl SOCH, apiweb; konvenéné), ribotypizace (RiboPrinter), MALDI-TOF MS,
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Stanoveni ristovych kiivek a vitality po lyofilizaci

Metodika: kmeny se kultivuji na M.R.S. agaru (24 h v atmosféie 5% CO,) a naockuji se do teku-
t¢ho ristového média M.R.S. bujonu. Spektrofotometricky se suspenze nastavi pii vinové délce
540 nm na absorbanci 0,01 oproti &istému M.R.S. bujonu a inkubuje se ve vicero sterilnich zku-
mavkach pfi teploté 37 °C v prostiedi 5% CO,. V hodinovych ¢asovych intervalech se spektro-
fotometricky méfi absorbance v jednotlivych zkumavkach oproti distému médiu pii vinové délce
340 nm do dosaZeni vrcholu exponencialniho riistu. V pribéhu mékeni se bakterialni kultura udr-
7uje. Ze ziskanych hodnot absorbance se sestroji riistova kiivka.

Ptiprava lyofilizatd: kmeny vykultivované na M.R.S. agaru (v atmosféfe 5% CO,) se naockuji do
ristového média M.R.S. a nechaji se inkubovat po dobu do dosazeni vrcholu exponencialni faze
ristové kfivky pfi vhodné teploté v prostiedi 5% CO.. Narostla kultura se centrifuguje pfi
39 200 m.s * po dobu 30 min v centrifuze s chlazenim. Supernatant se oddéli a sediment se pro-
myje sterilni vodou. Tento postup se nékolikrat opakuje. Ziskany sediment se po rozsuspendova-
ni ve sterilni vodé zlyofilizuje.

Vitalita

Lyofilizaty kmeni se rozsuspenduji ve fyziologickém roztoku (pH 7.2). Ziskana suspenze se
natedi fyziologickym roztokem v geometrické fadé. Z kazdého fedéni se nanese uréité mnostvi
na desky s M.R.S. agarem a inkubuje se potfebnou dobu pti vhodné teploté v atmosfére 5% CO,.
Po inkubaci se vyberou fedéni s pocitatelnym mnoZstvim kolonii (20 az 200 kolonii). Kolonie se
spocitaji a vypocita se poCet zivych bunék na 1 g lyofilizatu.

kmen fedéni pocet bunék/ ml
13A 10° 7.60 x 107
16A/1 10~ 2,50 x 10°

Stanoveni imunomoduladni aktivity

Fagocytova aktivita a fagocytovy index izolovanych lidskych leukocytd: k 100 i suspenze leu-
kocytdr (2x 10°/ml) v mikrozkumavkach se piida 50 pl usmreenych bunék Streptococcus fuecalis
(1x10* bunék zbarvenych 1% methylenovou modki). Zpravidla se déla 6 paralelnich stanoveni.
Za stai¢ho michéni se vzorky inkubuji na vodni lazni pii teploté 37 °C po dobu | h. Cely obsah
mikrozkumavek se opatrné rozette pomoci mikropipety na podlozni skli¢ka a nechaji se vysusit
na vzduchu pfi laboratorni teploté. Preparity se barvi podle Wrighta. Sleduje se pocet fagocytii
stejné jako mnoZstvi pohlcenych bakterii. Fagocytova aktivita se vypodita jako % fagocytujicich
bunék ze 100 monocyti. Fagocytovy index se vypogita jako priimérmé mnoZstvi fagocytovych
bakterii na jednu fagocytujici buiiku,

Lysozymova aktivita: Princip stanoveni lysozymové aktivity spogiva v tom, ze disledkem piso-
beni lysozymu na bunécnou sténu grampozitivnich bakterii je lyze buiiky, kterd se projevi pokle-
sem absorbance. Do otvoril mikrotitraéni desticky s plochym dnem se napipetuje 150 pl superna-
tantu ziskaného po dezintegraci suspenze jednotlivych vzorki lidskych leukocytii po 15 h inkuba-
ce a 50 pl suspenze Micrococcus luteus. Z kazdého vzorku se déla 6 paralelnich stanoveni. Méti

s¢ absorbance pfi vinové délce 410 nm oproti vzduchu v ¢ase 0 a 20 min spektrofotometricky
{DYNATECH MR 5000).

Peroxidazova aktivita: Na stanoveni peroxidazové aktivity se pouzije supernatant ziskany po
dezintegraci suspenze jednotlivych kmend. Dezintegrované bufiky se centrifuguji pfi 39 200 m.s’
po dobu 20 min. Do otvoril mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem se nanese 150 ul supernatantu
ziskaneho po dezintegraci suspenze jednotlivych kmend a 50 ul substratu pro peroxidazu pripra-
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veného tésné pred pouzitim. Z kazdého vzorku se déla 6 paralelnich stanoveni. M&ki se absorban-
ce pfi vinové délce 490 nm oproti vzduchu v Ease 0 a 20 min spektrofotometricky (DYNATECH

MR 5000). Po 20 min se reakce zastavi pfidanim 50 ul kyseliny sirové (4 mol.l ') a znovu se
zméfi absorbance.

Adherence k epitelovym buiikam (alternativni metoda stanoveni hydrofobnosti)

Testovany kmen se naockuje do M.R.S. bujénu a necha se rist do vrcholu exponencidlniho ristu.
Vykultivovana kultura se centrifuguje p¥i 39 200 m.s * po dobu 20 min, sediment se promyje
v tlumivém roztoku na hydrofobnost a nasledné se nafedi na uréenou absorbanci. 4 ml této sus-
penze se smicha s 1,0 ml xylenu a smés se | az 2 min promichava. Nasledné se nechd 30 min
stat. Kapilarou se odebere vodni vrstva do kyvety a méii se pokles absorbance pii vybrané vinové
délce oproti absorbanci zakladni suspenze.

kmen % hydrofobnosti priimér
74,55

13A 53.0] 64,23
48,71

16A/] 55.08 56,90

Produkce kyseliny mlécné

Jednotlivé kmeny se naoc¢kuji do M.R.S. bujénu a inkubuji 18 h pfi 37 °C v 5% atmosféte CO-.
Vykultivovana kultura se zcentrifuguje pii 39 200 m.s po dobu 20 min. Poté se 2,5 g bunék
7 mokré masy pienese do 25 ml fosfatoveého tlumivého roztoku (pH 7.0). Dezintegrované buriky
(dezintegrace 4 x 20s pii 18 kHz) se centrifuguji pfi 39 200 m.s™ po dobu 20 min. Do kyvety se
vlozi: |1 ml supernatantu po centrifugaci, 2 ml roztoku | (Glycin 75,1 g + hydrazin sulfat 52,1 g
dopinit HO do 800 ml, pH 9,5) a 2 ml roztoku NAD (900 mg B-NAD v 30 ml vody). Jako
porovnavaci roztok slouzi fosfatovy tlumivy roztok (pH 7.0). M&F se absorbance pfi 340 nm
(E1), potom se pfidd 0,02 ml roztoku L-LDH (2250 U/m] L-LDH rozpusténo ve fosfatovém
tlumivém roztoku, pH 7,0). Inkubuje se po dobu 30 min pfi 37 °C, ochladi na laboratorni teplotu
a méfi se absorbance pfi 340 nm (E2). Vypodet: E = E2 — El. Roztok kyseliny mtééné standard:
kyselina mlécna 0,1 mg/ml.

Kmen konc. g/l |£SD
13A 19 1,8
16A/1 18 1

Kvantitativni stanoveni produkce peroxidu vodiku

Enzym peroxidaza 5tépi H,O; za vzniku molekuly vody a kysliku, pfiéemz akceptorem protoni
vodiku je o—dianizidin. Touto reakci vznika barevna slouéenina o—dianizidinchinondiimin. Kuiti-
vace: jednotlivé kmeny se nechaji rist do vrcholu exponencialniho riistu v M.R.S. bujonu v 5%
atmosféfe CO.. Suspenze bakteriovych kultur se upravi na absorbanci 0.1 pfi 410 nm a kultivuji
se 30 min a téz 10 h pii 37 °C v M.R.S. bujonu v 5% atmosféfe CO,. Bufiky se oddeli centrifuga-
ci pf 39200 m.s” a v supernatanté se stanovi obsah peroxidu vodiku po 30 minutach a po
10 hodinach. Koncentrace H,O5 se vypocita z kalibraéni kiivky.

Reakéni smés: Supernatant 163.9 pl
0,1% vodny roztok kfenové peroxidazy 32,8 pl
1% vodny roztok o—dianizidinu 3.3
Celkovy objem 200,0 nl
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Reakéni smés se inkubuje 10min pfi laboratorni teploté a reakce se zastavi piidanim
6.5 ul mol/t HCLL Nasledné se méri absorbance pri 410 nim.

|30 min 13A l6A/1 10 h I3A 16AN
| 0,149 | 0.142 0303 | 0.223
0,211 0,198 0.28 0,207

: 0,196 0,15 0,311 0,181
| 0,192 | 0.i71 0312 | 0222
0,226 0,154 3,258 0,195

0.163 0,146 0,349 (1,235

primér 0,190 0.160 primér 0,302 0.211
0,085 0,055 0.132 0,041

Pram. odchylka 0,029 0.021 Prim. odchylka' 0,031 0.020
| wg/mi 116,00 41,00 pg/mi 233,50 6,00

Baktericidni a kandidacidni aktivita

Jednotlivé kmeny laktobacilii se kultivuji v tekutém M.R.S. bujonu v 5% atmosféfe CO, pii tep-
loté 37 °C. Suspenze se Fedi podle stupnice McFarlanda 4 (tj. 2.1x10” bakterii/ml) v 0.9% rozto-
ku NaCl, coz odpovida A 600 = 0,669. Nasledné se na desce s modifikovanym M.R.S. agarem
udélaji pruhy pouzitim klicky o objemu 10 pul (Obrazek 5). Desky se inkubuji 24 h pfi teploté
37 °C v 5% atmosfére COs,

Vybrané bakterie (Staphviococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 11229 a Candidu
albicans CCM 8186) se inkubuji v peptonové vodé 24 h. Jednotlivé bakterie se fedi peptonovou
vodou podle stupnice McFarlanda 3. coz odpovida A600 = 0.582. Nasledné se na desku, kde jsou
vykultivované laktobacily, inokuluji jednotlivé bakterie kli€kou o objemu 1 pl ve dvou liniich.
Prvini se vede od stitedové linie laktobacild k okraji desky o objemu 1 pl ve dvou liniich. Prvni se
vede od stiedové linie laktobacilh k okraji desky a druha opatné — od okraje desky k stiedové
laktobacilové linii s odstupem 2 mm (viz obr.). Desky se inkubuji 18 h v 5% atmosféfe CO, pfi
teploté 37 °C. Po inkubagci vybranych bakterii se mé&Fi inhibi&ni zony v mm. Inhibice riistu pato-
genu dlouhd 0 az 12 mm se povaZuje za slabou, 13 az 25 mm za stfedné silnou a kdyZ je inhibicni
zona deli nez 25 mm, povaZuje se za silnou.

I. miska 2. miska 3. miska 4. miska 3. miska 3] sSD
13A {mm) {mm) (mm) {mm) {min}) (mm) +

E. coli 2 13 13 14 15 13 il 12 14 13 12.8 | 0.871
St aureus - 17 - 16 | 18 18 15 14 13 14 15,6 | 1,798
C. alhicans 0 0 0 0 0 0 { 0 0 0 0 Q

1. miska 2. miska 3. miska 4. miska S. miska 5] 5D

16 A/l
{mm) {rmm) (mm) (mm) {mm) (mm) =
E. coli 19 19 21 19 17 17 19 18 135 17 18,1 | [.578
8L aureus 25 28 25 27 - 25 26 30 26 27 26,5 | 1.571
C. albicans 3 3 2 3 2 2 3 2 3 12 2.5 0.5
Antibiogram

Stanoveni citlivosti na antibiotika se déla deskovou metodou podle Fleminga: na Petrtho misku o
praméru 9 cm se nalije M.R.S. agar a necha se ztuhnout. Jednotlivé kmeny se nechaji kultivovat
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do vrcholu exponencialniho ristu v M.R.S. bujonu. Bujon se zcentrifuguje (34 580m.s™), sedi-
ment se rozsuspenduje ve fyziologickém roztoku (pH 7,2) a absorbance se upravi na hodnotu
0.35 pii 540 nm. Pfipravené suspenze sledovanych kmenti se nanesou na ztuhly M.R.S. agar
v mnozstvi 100 pl a zahnutou sklenénou vysterilizovanou ty&inkou se rovnomérné rozprostiou po
povrchu agaru. Na jednu Petriho misku se nanese 3est antibiotickych (ATB) diskii (s priimérem
6 mm) a necha se kultivovat 24 h v anaerobni atmosféfe 5% CO,. Nevykultivované mikroorga-
nismy na desce v blizkosti ATB disku jsou znamkou citlivosti testovaného mikroorganismu na
ATB. Citlivost na ATB se vyjadfi jako primeér prstence inhibice ristu okolo kruhového ATB dis-
ku v mm. Jako referenéni mikroorganismu byi pouzit kmen Staphylococcus aureus CCM 2022,

. PNC AMP 0X CAZ CTX VA CN
men R28/C29 | R28/C29 | R10/C13 | R14/CI18 | R14/C23 | R9/C12 | RI2/CI5
S aurcus 40 31 25 19 33 13 16
o C C C C C C C
A 30 27 12 18 20 0 7
C SC SC C SC R R
28 27 18 22 24 0 )
16A/l SC R C C C R R
A TOB OXF CiP TE E DA
men RI2/C15 | R12/CI6 | R15/C21 | RI4/CI9 | R13/C23 | R14/C21
S 16 23 27 35 75 25
. AUVeUs C C C C c C
0 0 0 21 21 22
134 R R R C 3C C
0 0 0 21 23 17
16A/1 R R R C C SC

PNC- penicilin, AMP — ampicilin, OX-oxacilin, CAZ- ceftazidin, CTX — cefotaxim, VA— van-
komycin, CN—gentamicin, TOB—-tobramycin, OFX- ofloxacin, CIP — ciprofloxacin, TE - tetra-
cyklin, E — erytromycin, DA — klindamycin,

C—citlivy, R—rezistentni, SC—stfedné citlivy

Piehled obrazkii na vykresech

Na obr. 1a je mikroskopicky snimek probiotického kmene Lactobaciilus fermentum 16A/1, poti-
zeny pomoci QuickPhoto Camera 2.1.

Na obr. 1b je mikroskopicky snimek probiotického kmene Lactobacillus crispatus 13A, potizeny
pomoci QuickPhoto Camera 2.1.

Obr. 2a znazomiuje ristovou kfivku probiotického kmene Lactobacillus fermentum 16A/1.
Obr. 2b znazorfuje ristovou ktivku probiotického kmene Lactobacillus crispatus 13A.
Obr. 3 ukazuje fagocytovou aktivitu.

Obr. 4 ukazuje fagocytovy index.

Na obr. 5 je znazornéna lysozymova aktivita.
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Na obr. 6 je znazornéna peroxidazova aktivita.

Obr. 7 ukazuje postup o¢kovani laktobacilt prouzkovou metodou na desce.

Prikladv provedeni vynalezu

Zdravotnicky prostfedek nebo 1&8ivy pfipravek, ktery obsahuje kombinaci probiotickych kment
Lactobacillus fermentum 16A/1 (CCM 7879) a Lactobacillus crispatus 13A (CCM 7878), je
uréeny k vaginalni aplikaci s indikac pro prevenci &i terapii poSevmich infekei, zpisobenych
patogennimi mikroorganismy, a k obnoveni a stabilizaci poSevniho prostiedi pfi vaginalnich
disbiozach.

PATENTOVE NAROKY

1. Probioticky kmen Lactobacillus fermentum 16 A/1 (CCM 7879) a Lactobacillus crispatus
13A (CCM 7878).

2. Probioticky kmen Lactobacillus fermentum 16 A/1 (CCM 7879} a Lactobacillus crispatus
13A (CCM 7878) pro pouZiti k prevenci &i terapii vaginalnich infekei a k obnoveni a stabilizaci
vaginalniho prostfedi.

5 vykresi
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Obr. 1a
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Obr. 7
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