regczposeoLTA o OPIS PATENTOWY o PL (11239868

13 B1

(51) Int.CI.

(21) Numer zgtoszenia: 432920 C12N 1/20 (2006.01)

C12R 1/25 (2006.01)
A61K 35/747 (2015.01)

Urzad Patentowy (22) Data zgtoszenia: 17.02.2020 A61P 31/10 (2006.01)

Rzeczypospolitej Polskiej

A61P 31/04 (2006.01)
A61P 1/00 (2006.01)
A61P 15/00 (2006.01)

(54) Nowy szczep Lactobacillus plantarum PLS5 i jego zastosowanie

(43) Zgtoszenie ogtoszono:
23.08.2021 BUP 21/21

(45) O udzieleniu patentu ogtoszono:
17.01.2022 WUP 03/22

(73) Uprawniony z patentu:

EMERGOPHARM SR()LKA Z OGRANICZONA
ODPOWIEDZIALNOSCIA SPOLKA
KOMANDYTOWA, Konstancin-Jeziorna, PL

(72) Twoérca(y) wynalazku:

PIOTR HECZKO, Krakéw, PL
MAGDALENA STRUS, Krakéw, PL

(74) Petnomocnik:
rzecz. pat. Alina Magonska

PL 239868 B1



2 PL 239 868 B1

Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep Lactobacillus plantarum PLS i jego zastosowanie
w leczeniu zakazeh bakteryjnych i grzybiczych.

Patogenne grzyby i chorobotwdrcze bakterie sg czesta przyczyna powaznych stanéw zapalnych
przewodu pokarmowego i drég rodnych cztowieka. Z drugiej strony, ludzki przewdd pokarmowy i drogi
rodne zasiedlone sg przez bakterie z rodzaju Lactobacillus spp., ktére znane sg ze swoich wladciwosci
antagonistycznych wobec chorobotwdrczych bakterii i grzybdw, dzieki pozakomdrkowej produkciji kwasow
takich jak: kwas mlekowy, octowy, piroglutaminowy, cyklicznych dipeplyddw, bakleriocyn i nadtlenku wo-
doru. Niektore szczepy takich bakterii sa wykorzystywane w medycynie jako tzw. bakterie probiotyczne.
Z drugiej strony, nadtlenek wodoru stanowi bardzo silna i czynng biologicznie substancje, ktéra reaguje
z lipidami, biatkami, kwasami nukleinowymi oraz innymi czynnikami powodujac oksydacyjne uszkodzenie
komorek i stan zapalny. Duze iloéci nadtlenku wodoru na nabtonku, ktére moga zapoczatkowywac i pod-
trzymywac stany zapalne pochodzg albo z pobudzonych komdérek uktadu immunologicznego, albo z nie-
ktorych gatunkéw bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. W pewnych okoliczno$ciach produkcja nadtienku
wodoru przez bakterie z rodzaju Lactobacillus spp. moze by¢ tak wysoka, ze jest rowna iloSciom produ-
kowanym przez pobudzone komdrki uktadu immunologicznego w toku toczacego sie miejscowego stanu
zapalnego.

Okazuje sie, ze niektére szczepy bakterii kwasu mlekowego wytworzyty mechanizm ochronny
przed nadtlenkiem wodoru oparty na syntezie heksamerycznej lub tetramerycznej katalazy. Mechanizm
ten moze zosta¢ wykorzystany jako sposdb wygaszania standéw zapalnych bedacych wynikiem znacznej
nadwyzki reaktywnych form tlenu, a w szczegdlnosci nadtlenku wodoru, przez zastosowanie takich
szczegoblnych szczepdw jako bakterii probiotycznych.

Ponadto niektére szczepy bakterii kwasu mlekowego posiadaja silne wtasciwos$ci anlagonislycz-
ne wobec patogennych grzybéw drozdzopodobnych powodujacych grzybice pochwy i sromu, a takze
skory i przewodu pokarmowego. Gtéwnym czynnikiem patogennych takich grzybic jest gatunek Candida
albicans.

Najczestsze stany zapalne pochwy, takie jak bakteryjna waginoza i bakteryjne zapalenie pochwy
sg powodowane przez tlenowe lub beztlenowe bakterie nadmiernie namnazajace sie na nabtonku po-
chwy: Gardnerella vaginalis i inne beztlenowce oraz Streptococcus agalactiae i Escherichia coli. Za po-
moca szczegdlnych szczepdw bakterii probiotycznych mozna uzyskaé kontrole nad nadmiernym przero-
stem takich bakterii.

Dlatego poszukujac nowych alternatywnych sposobdw leczenia rozwaza sie mozliwo$¢ stosowania
preparatéw, zawierajgcych szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus spp., wptywajacych na wygaszanie
stanéw zapalnych wywotanych przez nadmierny wzrost chorobotwdrczych bakterii oraz grzybéw szcze-
golnie z rodzaju Candida spp., jak i przez nadprodukcje nadtlenku wodoru przez niektdre bakterie kwasu
mlekowego.

Znane jest z opisu patentowego PL203824 zastosowanie szczepu Lactobacillus plantarum zapew-
niajgcego zwiekszong ilos¢ kwasu propionowego lub kwasu octowego w okreznicy do wytwarzania leku
zmniejszajacego jeden lub wiekszg ilo$¢ czynnikdow ryzyka zwiazanego z zespotem metabolicznym.
Szczep ujawniony w wynalazku to Lactobacillus plantarum 299v, ktory wykazuje zdolnos¢ do przylegania
do btony sluzowej jelit.

Znana jest z opisu patentowego USRE 44400 kompozycja zawierajaca jeden lub wiecej szczepow
Lactobacillus plantarum wytwarzajacych tanaze, enzym degradujacy tanine, w potaczeniu z sama taning
i farmaceutycznie dopuszczalnym nosnikiem. Szczepy wchodzace, w skiad kompozycji sg to nowe
szczepy Lactobacillus plantarum wyizolowane z btony $luzowej okreznicy cztowieka. Kompozycja wyka-
zuje witasciwosci przeciwzapalne dzieki dziataniu produktow rozktadu taniny. Kompozycja przeznaczona
jest do wytwarzania leku do leczenia choréb uktadu pokarmowego i uktadu naczyniowo-sercowego.

Znany jest z opisu patentowego US20120200943 szczep Lactobacillus plantarum CMU995, ktory
posiada doskonala zdolnos¢ do przylegania do komdrek przewodu pokarmowego i drog oddechowych.
Ta wiasciwos¢ szczepu Lactobacillus plantarum CMU995 zgodnie z wynalazkiem, powoduje hamowanie
przylegania patogenéw do nabtonka przewodu pokarmowego i moczowego.

Znany jest z opisu patentowego EP 3405263 szczep Lactobacillus plantarum GOS42 DSM 3231
i jego kompozycje przeznaczone do leczenia standéw zapalnych w szczegdlnosci jamy ustnej. Opisany
szczep posiada zdolno$¢ do zmniejszania lub hamowania uwalniania czynnikow zapalnych takich jak
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interleukina IL-1, IL-6, IL-8, czynniki martwicy nowotworow TNF. Wynalazek zilustrowany jest przyktadem
przedstawiajacym stymulacje ludzkich monocytéw probiotykami.

Dotychczas znane szczepy Lactobacillus plantarum za wzgledu na poznane, swoiste wtasciwosci
stosowane byty w biegunkach infekcyjnych i stanach zapalnych przewodu pokarmowego.

Celem wynalazku byto wyselekcjonowanie z kolekcji szczepow bakterii z rodzaju Lactobacillus spp.
nowego szczepu, ktéry oprécz cech charakterystycznych dla tego gatunku i wiasciwosci probiotycznych
posiadatby, zdolno$¢ do wygaszania stanéw zapalnych w drogach rodnych i w przewodzie pokarmowym.

Istota wynalazku jest nowy szczep Lactobacillus plantarum oznaczony symbolem PLS5, ktéry zostat
zdeponowany, zgodnie z traktatem budapeszteriskim o miedzynarodowym uznawaniu depozytu drobnou-
strojow dla celdéw postepowania patentowego, w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu (53-114 Wroctaw, ul. Rudolfa
Weigla 12). Nowy szczep Lactobacillus plantarum PL5 zostat zdeponowany w dniu 06.07.2016 r. i otrzy-
mat numer B/00110. Nowy szczep Lactobacillus plantarum PL5 posiada wysoka zdolno$¢ do wytwarzania
katalazy, enzymu rozktadajacego nadtlenek wodoru.

Nowy szczep Lactobacillus plantarum PL5 posiada zdolno$¢ hamowania wzrostu grzybdw droz-
dzopodobnych powodujacych zakazenia drég rodnych i przewodu pokarmowego.

Nowy szczep Lactobacillus plantarum posiada zdolno$¢ hamowania rozwoju patogennych bakterii
powodujacych stany zapalne pochwy.

Nowy szczep Lactobacillus plantarum posiada w petni poznang sekwencje genomowg odrdzniajgca
go od innych szczepdw bakterii.

Wynalazek obejmuje rowniez zastosowanie nowego szczepu Lactobacillus plantarum PLS zdepo-
nowanego w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéw pod numerem B/00110 w produkcie do leczenia stanow
zapalnych w drogach rodnych i w przewodzie pokarmowym.

Niniejszy wynalazek przedstawiono na rysunku, na ktérym:

Fig. 1 przedstawia wynik testu API 50 CH dla szczepu Lactobacillus plantarum PL5.

Fig. 2 przedstawia zdjecie produktow reakcji PCR w kierunku Lactobacillus plantarum,;
Sciezki: 1 (szczep Lactobacillus plantarum PL5); 2 — kontrola negatywna; 3 — kontrola pozy-
tywna (szczep Lactobacillus plantarum ATCC 8014); M — marker wielkosci.

Fig. 3 przedstawia strefy zahamowania wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wokot kraz-
koéw z antybiotykami.

Fig. 4 przedstawia opornos¢ szczepu Lactobacillus plantarum PL5 na sole 26fci w stezeniach: 1,
2,5,10, 20 g/l.

Fig. 5 przedstawia adherencje szczepu Lactobacillus plantarum PLS do ludzkiej linii tkankowe;j
A431.

Fig. 6 przedstawia test obrazujacy produkcje nadtlenku wodoru przez szczep Lactobacillus planta-
rum PLS.

Fig. 7 przedstawia antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wobec Candi-
da albicans ATCC 10231 z wykorzystaniem metody potilosciowe;.

Fig. 8 przedstawia antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wobec wybra-
nych gatunkow grzybdw drozdzopodobnych z wykorzystaniem metody ilo$ciowej.

Fig. 9 Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PLS wobec wybranych bakterii
wskaznikowych, przy zastosowaniu metody ilosciowej. ,**” catkowita redukcja liczebnosci
bakterii.

Wynalazek ilustrujg wyniki badan opisujace identyfikacje i charakterystyke wiasciwosci szczepu

Lactobacillius plantarum PL5.
I. Fenotypowa identyfikacja szczepu Lactobacillus plantarum FL5 z wykorzystaniem zestawu API®50
CH firmy bioMerieux.
Identyfikacje fenotypowa przeprowadzono za pomoca zestawu APl 50 CH zgodnie z zalecenia-
mi producenta. Jest to wystandaryzowany zestaw zawierajgcy 50 testow biochemicznych do badania
sposobu metabolizmu weglowodandw przez drobnoustroje. API 50 CH firmy bioMerieux wykorzystuje
sie do identyfikacji bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. i rodzajow spokrewnionych w potaczeniu z API
50 CUL Medium (bioMerieux; USA).
Wynik testu APl 50 CH dla badanego szczepu z rodzaju Lactobacillus spp. przedstawia Tab. 1
i Fig. 1.
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Tabela 1

Whynik testu API 50 CH dla szczepu Lactobacillus plantarum PL5.

Probowka TEST Wynik
Szczep
PLS
0 KONTROLA -
| Glicerol -
2 Erytrotol -
3 D-arabinoza -
4 L-arabinoza -
5 D-ryboza +
6 D-ksyloza .
7 l.-ksyloza -
8 D-adonitot -
9 Metylo-pD-ksylopiranozyd -
10 D-pgalaktoza +
1 D-glukoza +
12 D-fruktoza +
13 D-mannoza +
14 L-sorboza -
15 L.-ramnoza -
16 Duleytol -
17 Inozytol -
18 D-mannitol +
19 D-sorbitol +
20 Metylo-aD-mannopiranozyd -
21 Metylo-aD-glukopiranozyd -
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22 N-acetylo-glukozamina +
23 Amigdalina +
24 Arbutyna +
25 Eskulina +
Cytrynian zelaza
26 Salicyna +
27 D-celobioza +
28 D-maltoza +
29 D-laktoza (wolowa) +
30 D-mclibioza +
31 D-sacharoza +
32 D-trchaloza +
33 Inulina -
34 D-mclezytoza -
35 D-rafinoza -
36 Skrobia -
37 Glikogen -
38 Ksylitol -
39 Gencjobioza +
40 D-turanoza +
41 D-liksoza -
42 D-tagatoza -
43 D-fukoza -
44 L-fukoza -
45 D-arabitol -
46 L-arabitol -
47 Cilukonian polasu -
48 2-kctoglukonian potasu -
49 S-ketoglukonian potasu -

Fig. 1 przedstawia wynik testu API 50 CH dla szczepu Lactobacillus plantarum PL5.
Na podstawie otrzymanego profilu biochemicznego program apiWeb zidentyfikowat szczep
PLS jako Lactobacillus plantarum.
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Identyfikacja szczepu Lactobacillus plantarum PL5 z wykorzystaniem metody PCR (ang. Poly-

merase Chain Reaction).

. lzolacja genomowego DNA bakterii:

Do izolacji genomowego DNA zastosowano zestaw DNA GeneMATRIX Basic DNA Purification Kit

(EURX) wykorzystujacy zdolno$¢ wigzania sie DNA do ztdéz krzemionkowych w wysokich steze-

niach soli chaotropowych. Procedura izolacji DNA przebiegata w nastepujacy sposob:

1. 24-godzinng hodowle komorek bakteryjnych prowadzong w ptynnym podiozu MRS
(Oxoid) odwirowywano w objetosci 1 ml (2 min, 12 000 rpm).

2. Supernatant usuwano, a osad doktadnie zawieszano w 250 ul buforu do zawieszania Cell R
(w zestawie) z dodatkiem 200 ul niebieskiego buforu lizujacego Lysis Blue (w zestawie), az
do uzyskania jednolitej, niebieskiej zawiesiny.

3. Do zawiesiny komérek dodawano 350 ul buforu neutralizujacego Neutral B (w zestawie). Do-
ktadnie i powoli mieszano zawartos¢ probowek przez kilkukrotne odwracanie, az do catkowi-
tego zaniku niebieskiej barwy zawiesiny.

4. Po zakonczeniu lizy mieszanine odwirowywano (7 min, 12 000 rpm), a przesacz naktadano
na minikolumne ze specjalnym ztozem krzemionkowym i ponownie wirowano (1 min, 12 000
rem).

5. Ztoze dwukrotnie przeptukiwano: najpierw 500 ul buforu ptuczacego Wash UX1, a nastepnie
650 pl buforu ptuczacego Wash UX2 (w zestawie).

6. Oczyszczone DNA eluowano ze ztoza za pomoca 50 ul buforu Elution (w zestawie), ogrzane-
go do temperatury 80°C.

7. Wyizolowane DNA przechowywano w probéwce typu Eppendorf w temperaturze 4°C
do czasu dalszych analiz.

tancuchowa reakcja polimerazy (PCR):

W Tabeli 2 przedstawiono sekwencje uzytych starterow oraz wielkos¢ poszczegdlnych am-

plikonow.

Tabela 2
Sekwencje starteréw i wielkos¢ amplikonéw poszukiwanego, gatunku bakterii.

Starter | Sckwencja §'—3° Gatunck Wiclkos¢
amplikonu
Lfpr GCC GCC TAA GGT GGG ACA GAT | L. plantarum {283 pz.
Planil | TTA CCT AAC GGT AAA TGC GA

Program amplifikacji dla gatunku Lactobacillus plantarum prowadzony byt w termocyklerze
S 1000 (BioRad) i przedstawiat sie nastepujaco:

1. 92°C - 2 min
2. 95°C - 30 sek
3. 55°C — 30 sek }30)(
4. 72°C — 30 sek
5. 72°C - 1 min
Amplifikacje prowadzono zgodnie z metoda Walter i wsp. (Walter J, Taonock GW, Tilsala-
-Timisjarvi A, Rodtong S. Loach DM, Munro K, Alatossava T. Detection and identification
of gastrointestinal Lactobacillus species by using denaturing gradient gel electrophoresis and
species-specific PCR primers., Appl Environ Microbiol. 2000; 66(1):297-303). Z publikacji tej
pochodza rowniez uzyte sekwencje starterow.
Po skonczonej reakcji PCR produkty amplifikacji byty analizowane w 1,5% zelu agarozowym
z dodatkiem bromku etydyny. Prébki naktadano do kieszonek zelu w objetosci 7 ul z dodatkiem 3 pl

buforu obciazajacego. Elektroforeze prowadzono w buforze TBE o stezeniu 0,5x, przez 1,5 godzi-
ny, pod napieciem 80 V, w aparacie do elektroforezy (BioRad).
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Obraz zelu ogladano przy uzyciu systemu GelDoc XR + (BioRad), w sktad ktérego wchodzit
transiluminator UV, kamera zbierajgca obraz oraz program komputerowy do dokumentacji i analizy
obrazu Image Lab (BioRad).

Obecnos¢ produktu PCR o odpowiedniej ilosci par zasad uznawany byta za pozytywny wynik
reakcji. Na kazdym Zelu umieszczano ponadto kontrole negatywna, ktéra stanowita woda destylowana
dodawana do buforu reakcyjnego zamiast genomowego DNA bakterii oraz kontrole pozytywna, jaka
byt produkt amplifikacji otrzymany z uzyciem DNA szczepu wzorcowego oraz marker wielkosci praz-
kow (GeneRuler 100bp, Axygen).

Na podstawie testu PCR szczep Lactobacillus plantarum PL5 zidentyfikowano jako Lactoba-
cillus plantarum.

Fig 2. przedstawia zdjecie produktow reakcji PCR w kierunku Lactobacillus plantarum; sciezki: 1
(szczep PL5); 2 — kontrola negatywna; 3 — kontrola pozytywna (szczep Lactobacillus plantarum
ATCC 8014); M — marker wielkosci.

Oznaczenie wrazliwosci na antybiotyki szczepu Lactobacillus plantarum PL

W celu zbadania lekoopomosci szczepu L. plantarum PL5 metoda dyfuzyjno-krazkowa, zawiesine
hodowli (OD = 0,5 w skali McFarlanda) rozprowadzono na podtozu agarowym MRS (Oxoid) na ptytce

Petriego. Nastepnie podtoze z naniesiong zawiesing pozostawiono w temperaturze pokojowej na 15

minut w celu jej wysuszenia. Po tym czasie na ptytke naniesiono za pomoca jatlowej pesety krazki na-

sgczone odpowiednimi antybiotykami. Inkubacje prowadzono w warunkach beztlenowych, przez 24 h

w temp. 37°C. Po inkubacji zmierzono strefy zahamowanego wzrostu szczepu bakteryjnego wokot

krazka z antybiotykiem (w mm). Odczytu lekoopomosci réznicujacego szczep L. plantarum PL5 na

wrazliwy i oporny, dokonano zgodnie z EUCAST. W doswiadczeniu wykorzystano nastepujace anty-
biotyki: penicylina, ciprofloksacyna, cefaklor, doksacyklina, oksacylina, kotrymoksazol, erytromycyna,
ampicylina, klindamycyna, wankomycyna, gentamycyna, metronidazol (Oxoid).
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Tabela 3

Wielkos¢ stref zahamowania wzrostu otrzymanych dla badanego szczepu L. plantarum PL5
oraz szczepu wzorcowedo L. plantarum ATCC 8014.

Antybiotyk L. plantarum L. plantarum
Swzcnie PLS ATCC 80i4
Penicylina (P) 14 mm 13 mm
I ug

Ciprofloksacyna (CIP) 12 mm 1T mm
Sug

Cefaklor (CEC) 32 mm 32 mm
30 pg

Doksycyklina (DO) 27 mm 26 mm
30 ug

Oksacylina (OX) 12 mm 11 mm
I ng

Kotrymoksazol (SXT) 16 mm 25 mm
25 pg

Erytromycyna (E) 29 mm 26 mm
15 ug

Ampicylina (AMP) 32mm 32mm
2ug

Klindamycyna (DA) 18 mm 18 mm
2ug

Gentamycyna (CN) 17 mm 18 mm
30pg

Wankomycyna (VA) 6 mm 6 mm
30 pg

Metronidazol (MTZ) 6 mm 6 mm
5 pg

Strefy zahamowania wzrostu szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wokot krazkow z antybio-
tykami przedstawiono na Fig. 3.

Zakres wrazliwosci/opornosci badanego szczepu Lactobacillus plantarum PL5 jest zgodny
z opisem gatunku.
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IV. Oznaczenie opornosci szczepu Lactobacillus plantarum PL5 na sztuczny sok zotadkowy.

Celem badania bylo oznaczenie przezywalnosci w sztucznym soku zotadkowym nowego szcze-
pu Lactobacillus plantarum PL5. W celu oznaczenia stopnia opornosci bakterii z rodzaju Lactobacillus
spp. na pH soku zotadkowego postuzono sie metoda Clarka, ktéra zmodyfikowano w ten sposob,
iz zamiast stezonego kwasu solnego zastosowano sztuczny sok Zotadkowy o pH réwnym 1,2 wedtug
nastepujacego przepisu: 2.0 g NaCl, 3.2 g pepsyny w 7 ml 36% HCI o pH 1.2 rozpuszczono w 1000 ml
wody destylowanej. Jatowy (po przesaczeniu) sztuczny sok zotadkowy rozlewano po 1 ml do jatowych
probéwek, a nastepnie do kazdej, z nich kolejno dodawano po 100 ul swiezej (24 godzinnej) hodowli
szczepu Lactobacillus plantarum PL5 o znanej gestosci. Mieszanine inkubowano przez 20 min w 37°C
w warunkach $cisle beztlenowych. Po uptywie wyznaczonego czasu mieszanine starannie mieszano
i wykonywano posiew dziesietny w celu okreslenia otrzymanej gestosci koricowe;.

Tabela 4
Przezywalno$é szczepu Lactobacillus plantarum PL5 w sztucznym soku zotadkowym.

Gestosé bakterii probiotycznych podana w j.t.k./ml

Po 20 min. inkubacj
Nazwa szczepu Czas wyjsciowy w Sztucznym soku

zolagdkowymo pH 2.5

Lactobacillus 1,3 x t0* 8,0x10’

plantarum PLS

Szczep Lactobacillus plantarum PL5 ma bardzo dobrg przezywalno$é: spadek populacii
po inkubacji jest w granicach btedu pomiaru.

V. Oznaczenie opornosci szczepu Lactobacillus plantarum PL5 na sole zo6tci.

Celem badania byto oznaczenie opornosci na sole zo6tci nowego szczepu Lactobacillus plan-
tarum PL5. Opornos¢ na sole zotci wyznaczono w oparciu o metode Dashkevicz'a i Feighner'a
(Dashkevicz M.P., Feighner S.D. 1989. Development of a differential medium for bite sail hydrolase-
-active Lactobacillus spp. Applied and Environmental Microbiology. 55(1), 1-16). Metoda ta polegata
na dodaniu do agaru MRS lub BL barwnika wskaznikowego — purpury bromokrezolowej (POCH) w ilo-
$ci 0,17 g/l oraz soli zotci (OXGAL Difco), w pieciu kolejnych stezeniach: 1 g/l, 2 g/l, 5 g/I, 10 g/l, 20 g/I.
Na tak przygotowane state podtoza posiewano metodg redukcyjna po 100 ul hodowli szczepu L. plan-
tarum PLS5, ktory nastepnie inkubowano w standardowych warunkach beztlenowych przez 48 godz.
Po zakonczonej inkubacji kolonie szczepdw opornych na dane stezenie soli zétci nabieraty koloru ja-
sno zottego, jak rowniez podtoze wzrostowe zmieniato swoje zabawienie z fioletowego na zotte. Inten-
sywnos$¢ wzrostu badanego szczepu i zabarwienia podtoza na kolor 26ttty oceniono w skali pdtiloscio-
wej od — do +++.
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Opornos¢ szczepu Lactobacillus p/antanjn:1 :Lz Inaa :ole z6fci w stezeniach: 1, 2, 5, 10, 20 g/l.
St¢7enie soli 76ici L.plamarun PL.S
| g/l et
2¢/l +++
5wl +4++
10 g/l ++
20 ¢/l +

Opornosc¢ szczepu PL 5 na sole zdici jest wystarczajaca do przejscia dwunastnicy.
Opornos¢ szczepu Lactobacillus plantarum PL5 na sole zofci w stezeniach: 1, 2, 5. 10, 20 g/l,
przedstawiono na Fig. 4.

. Oznaczenie wiasciwosci adherencyjnych szczepu Lactobacillus plantarum PL5 do ludzkiej linii tkan-

kowej A431

Witasciwosci adherencyjne szczepu L. plantarum PL5 zostaly przeprowadzone w odniesieniu
do ludzkiej linii komdrkowej nabtonka pochwy — A431. W celu zbadania adherencji badanego szczepu,
hodowle ludzkiej linii komorkowej nabtonka pochwy A431 prowadzono w atmosferze zawierajgcej
10% CO2 oraz w temperaturze 37°C, w podtozu hodowlanym DMEM (Gibco) z dodatkiem 10% suro-
wicy wotowej (FBS, Sigma-Aldrich). Ptyny hodowlane wymieniano regularnie co 48 godzin. Po osia-
gnieciu zlewnego wzrostu hodowli jednowarstwowej, komorki przeptukiwano dwukrotnie PBS
(IITD, Wroctaw) i przeprowadzono badanie adherencji bakterii probiotycznych. Hodowle tkankowa li-
nii A431 prowadzono dalej na powierzchni jatowych szkietek podstawowych umieszczonych na dnie
24-dotkowych ptytek do osiagniecia na powierzchni szkietek podstawowych zlewnego wzrostu. Na-
stepnie komorki przeptukiwano PBS bez jonéw Ca?* i Mg?* (IITD PAN; Wroctaw) i dodawano do kolej-
nych dotkéw po 600 ul odpowiednio przygotowanej probki. Szczep L. plantarum PL5 hodowano
w 10 ml ptynnego podtoza MRS (Oxoid) przez 24 godziny w warunkach beztlenowych w temperatu-
rze 37°C. Po uptywie tego czasu, sprawdzano gestos¢ hodowli za pomocg rozcienczen dziesietnych.
Do kazdego dotka zawierajgcego wyhodowang tkanke dodawano po 100 ul ptynnej hodowli bakterii pro-
biotycznych i uzupetniano 900 ul swiezego podtoza DMEM. Kohcowa gestosé populacji badanej bakterii
wynosita w 1 ml okoto 1 x 108 j.t.k. Nastepnie komorki linii tkankowych wraz z badanym szczepem inku-
bowano w temp. 37°C w atmosferze o zwiekszonej wilgotnosci i przy 10% zawartosci CO:z przez okres
1 godziny. Po tym czasie komorki przeptukiwano PBS w celu usuniecia nie przywartych bakterii, a na-
stepnie catos¢ utrwalano 3.7% paraformaldehydem w temperaturze 4°C przez okres 3 godzin. Nastepnie
szkietka ptukano PBS i przeprowadzono ich barwienie metodg Grama. Preparat byt oceniany w mikro-
skopie swietlnym pod powiekszeniem 1000x. Komorki badanego szczepu L. plantarum PL5, ktére zaad-
herowaty do linii, tkankowej byty zliczane w 5 polach widzenia preparatu, a nastepnie wyliczano wy-
nik $redni, ktéremu przyporzadkowano odpowiedni, stopien adherencji zgodnie z zakresem podanym
ponizej:

+++ bardzo wysoki stopien adherencji (powyzej 80 komorek bakteryjnych w polu widzenia)

++ wysoki stopien adherencji (od 60 do 80 komdrek bakteryjnych w polu widzenia)
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+  $redni stopien adherencji (od 40 do 60 komdrek bakteryjnych w polu widzenia)
- staby stopien adherencji (ponizej 40 komdrek bakteryjnych w polu widzenia).

Tabela 6
Wyniki adherencji szczepu Lactobacillus plantarum PL5 do ludzkiej linii tkankowej A431.

[ Nazwa szczepu Stopien adhercenc)i Srednia liczba komorek
bakteryjnych  w  polu

widzcnia

L.plantarum PL.S + 60-80

Adherencja szczepu Lactobacillus plantarum PLS do nabtonka pochwy jest bar-
dzo efektywna.

Adherencje szczepu Lactobacillus plantarum PLS do ludzkiej linii tkankowej A431 przedsta-
wiono na Fig.5.

VIl. Badanie wtasciwosci antyoksydacyjnych szczepu Lactobacillus plantarum PLS
VII.1. Pomiar produkcji nadtlenku wodoru.

W celu dokonania pomiaru produkcji nadtlenku wodoru przez badany szczep wykorzystano
test paskowy firmy Merck, ktéry zmienia intensywno$¢ zabarwienia w zaleznosci od ilo$ci nadtlenku
wodoru uwalnianego do ptynnych hodowli lej bakterii (od 0 do 100 mg/ml). Barwe poréwnywano
z odpowiednia skalg kolorymetryczna pozwalajaca jednoczesnie na wyliczenie przyblizonej warto-
$ci wyprodukowanego nadtlenku wodoru (wynik podano w mg/L). Zdolno$¢ produkcji nadtlenku
wodoru w ptynnym podiozu wzrostowym przez szczep Lactobacillus plantarum PL5 badano przez
zawieszenie bakterii w 2 ml ptynnego podtoza MRS Broth (Oxoid). Gestos¢ wyjsciowa bakterii wy-
niosta $rednio 1 x 10° j.t.k./ml. Nastepnie hodowle inkubowano w warunkach tienowych w 37°C, in-
tensywnie wytrzasajac na wytrzgsarce w celu zwiekszenia natlenienia komaérek bakteryjnych. Po-
miar wykonywano dwukrotnie, tj. po uptywie 4 i 24 godzin od rozpoczecia badania.

Gestos¢ populacji badanych bakterii po 4 godzinach utrzymywata sie na poziomie $red-
nio 1 x 108 j.t.k./ml. za$ po 24 godzinach wzrosta do poziomu $rednio 1 x 107 j.t.k./ml. Kontrolnie
produkcje H202 mierzono rowniez w tym samym podiozu bez bakterii. Wyniki zestawiono
w Tabelinr 7.

Tabela 7

Produkcja nadtlenku wodoru (mg/L) przez szczep Lactobacillus plantarum PL5.

Szcrep 4 godziny 24 godziny
“Lactobacillus plamarum P15 0 mg/L 0 mp/L

Szczep Lactobacillus plantarum PL5 nic produkuje nadtlenku wodoru.
Fig.6. przedstawia test obrazujacy produkcje nadtlenku wodoru przez szczep Lactobacillus
plantarum PL5.

VII.2. Pomiar kinetyki rozktadu nadtlenku wodoru przez szczep Lactobacillus plantarum PL5 w oparciu o

test paskowy firmy Merck.

Do probdéwek zawierajacych 2 ml podtoza MRS Broth (Oxoid) dodawano po jednym oczku
ezy kalibrowanej (1 ul) hodowli badanego szczepu Lactobacillus plantarum PL5 (pobranego z sek-
tora swiezej hodowli na agarze MRS). Nastepnie probowke inkubowano przez 24 godziny w temp.
37°C w warunkach tlenowych. Po uptywie tego czasu hodowle mieszano z czystym chemicznie
nadtlenkiem wodoru, aby jego koncowe stezenie wyniosto 30 mg/L. Jako kontroli uzywano niepo-
sianego podtoza MRS, do ktérego rowniez dodawano po 30 mg/L nadtlenku wodoru. Pomiar kine-
tyki rozktadu nadtlenku wodoru przeprowadzono czterokrotnie w odpowiednich odstepach czaso-
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wych. W celu sprawdzenia liczby mikroorganizmoéw uzyskanych w hodowli wykonywano posiewy
kontrolne na ptytki z podtozem MRS (Oxoid). Liczba komorek; bakteryjnych w zawiesinie wyjscio-
wej ksztattowata sie na poziomie 1 x 108 j.t.k./ml.

VIII.

Wyniki pomiaru kinetyki rozktadu H20O2 w oparciu o test paskowy zestawiono w Tabeli nr 8.
Tabela 8

Wyniki pomiaréw kinetyki rozktadu nadtlenku wodoru przez szczep
Lactobacillus plantarum PL5 w oparciu o metode paskowa.

Badany 0 30 60 90 120 {150 | 180 |210 |24

szezep min, | min. | min, { min, { min, | min. | min. | min. | godz.

llo$¢ nadtlenku wodorn (mg/L)
Lactobacillus | 100 | 10 ! 0 0 0 0 0 0

plantarum

PLS

A

Szczep Lactobacillus plantarum PL5 rozktada catkowicie 30 mg/L nadtienku wodoru w cia-
gu 90 min.

Jak wykazano, szczep bakterii Lactobacillus plantarum PLS wykazuje aktywny rozktad nad-
tlenku wodoru. Efekt rozktadu jest zwigzany z produkcijg nie tylko katalazy, ale takze pseudokata-
lazy tj. biatka ktére zamiast hemu zawiera jon manganu i wykazuje znaczna aktywnos¢ wobec
substratu w réznych warunkach srodowiskowych. Aktywny rozktad nadtlenku wodoru przez kata-
laze wyprodukowang przez L. plantarum PLS5 prowadzi do wygaszenia reakcji Fentona, ktora
przebiega w nastepujacy sposob: Fe?* + H202 — *OH + OH + Fe*

Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PLS wobec grzybiczych czynnikéw
etiologicznych,powodujacych zakazenia pochwy i sromu.

VIIl.1. Zmodyfikowana metoda pdlilosciowa wg Fitzsimmons i Berry.

W badaniu postuzono sie zmodyfikowana metoda potilosciowg wedtug Fitzsimmons i Ber-
ry (Strus M. Kucharska A., Kukla G, Brzychczy-Wtoch M., Maresz K., Heczko P.B., The in vitro
activity of vaginal Lactobacillus with probiotic properties against Candida. Infect. Dis. Obstet.
Gynecol. 2005; 13:69-75).

Do badania wybrano szczepy wzorcowe pochodzenia ludzkiego z kolekcji ATCC:
e Candida albicans ATCC 10231
e Candida glabrata ATCC 15126
e Candida krusei ATCC 34135
e  Candida tropicalis ATCC 750
e  Candida kefyr ATCC 4135.

Metoda polegata na zastosowaniu podtozy dwuwarstwowych. Pierwsza warstwe stanowi-
to podtoze dla wzrostu bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. oparte na zwiazkach chemicznych
o sktadzie:

»  Ekstrakt drozdzowy (Argenta)

*  Bezwodny octan sodu (Argenta)
*  Cytrynian sodu (Argenta)

»  Siarczan magnezu (Argenta)

*  Chlorek manganu (Argenta)

»  Siarczan amonu (Argenta)

*  Glukoza (Argenta)

Na podtoze to posiewano w formie paska o szerokosci 2 cm badany szczep Lactobacillus
plantarum PL5. Po posiewie ptytki inkubowano w temp. 37°C, w warunkach beztlenowych przez
48 godzin, a po uptywie tego czasu na wierzch wylewano drugie, lekko przestudzone, ptynne pod-
toze Sabouraud Dextrose (Biocorp) w kierunku wzrostu grzybéw wskaznikowych. Po zastygnie-
ciu, na podtoze wysiewano grzyba z rodzaju Candida spp. o gestosci 0,5 MacFarlanda. Nastep-
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nie ptytki umieszczano na 4 godziny w lodoéwce (temperatura 4°C), a po uptywie tego czasu dal-

szg inkubacje prowadzono juz w warunkach tlenowych, w temperaturze 37°C przez 24 godziny.

Uzyskane wyniki oceniono wedtug nastepujacego wzoru:

- Brak dziatania antagonislycznego Lactobacillus wobec szczepu Candida (nie zaobserwo-
wano zadnej strefy zahamowania wzrostu Candida wzdtuz paska z wymazanym szczepem
probiotycznym),

+  Czesciowe dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec szczepu Candida (obserwuje sie
lekkie zahamowania wzrostu Candida jedynie nad paskiem z wymazanym szczepem pro-
biotycznym),

++ Wyrazne dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec szczepu Candida (obserwuje sie
wyrazne zahamowania wzrostu Candida nad paskiem z wymazanym szczepem probio-
tycznym czasami wyrazniej w jego gornej i dolnej czesci),

+++ Bardzo silne dziatanie antagonistyczne Lactobacillus wobec szczepu Candida (obserwuje
sie wyrazne zahamowania wzrostu Candida nad paskiem i poza jego powierzchnie wzdtuz
catej linii posiewu szczepu probiotycznego).

Tabela 9

Antagonistyczne dziatanie szczepu bakterii Lactobacillus plantarum PL5 wobec
grzybdéw z rodzaju Candida spp. przy zastosowaniu metody polilosciowe;j.

Szczep Candida | Candida | Candida Candida Cundida
bakterii alhicans glabrata | krusei tropicalis | kefor
z rodzaju | ATCC ATCC

ATCC ATCC 750 | ATCC
Lactobacillus | 10231 15126

34135 4135
PLS ++ - +/- +++ +++

Szczep Lactobacillus plantarum PL5 wykazuje silne dziatanie antagonistyczne wobec gatun-
kow C. albicans, C. tropicalis. C. kefur, zas stabe wobec C. krusei i zadne wobec C. glabrata.

Fig. 7 przedstawia antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PLS wobec
Candida albicans AICC 10231 z wykorzystaniem metody potilosciowej.
Metoda iloSciowa.

W metodzie ilosciowej szczep Lpbntarum PL5 oraz szczepy z rodzaju Candida spp. hodo-
wano w tej samej probdéwce zawierajacej po 900 mikrolitréw 24-godzinnej hodowli Lactobacillus
o $redniej gestosci 1 x 10° j.t.k/ml oraz 100 mikrolitréw 24-godzinnej hodowli grzyba wskaznikowego
o $redniej gestosci 1 x 10° j.t.k/ml. Cato$¢ dalej hodowano, a po uptywie 8 i 24 godzin od rozpocze-
cia badania materiat posiewano ilosciowo na state podtoze przeznaczone do wzrostu Lactobacillus
oraz na state podtoze Sabouraud’a przeznaczone do wzrostu chorobotwdrczych grzybow wskaz-
nikowych. Obliczano liczebno$¢ obu populacji, a wynik podawano w jednostkach tworzacych ko-
lonie w przeliczeniu na 1 ml (j.t.k./ml).

Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PLS wobec wybranych gatun-
kow grzybow drozdzopodobnych z wykorzystaniem metody ilosciowej przedstawiono na Fig. 8.

Wynika z niej, ze szczep Lactobacillus plantarum PLS jest w stanie hamowac¢ wzrost bada-
nych gatunkéw grzyboéw drozdzopodobnych w wymaganym zakresie 2 log w ciagu 24 godzin. Dla
gatunku C. albicans hamowanie wzrostu jest bardzo silne.

IX. Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PLS5 wobec wybranych bakteryjnych
czynnikéw etiologicznych, powodujacych zakazenia pochwy i sromu.

Do badania wybrano nastepujace szczepy wskaznikowe:
e Escherichia coli ATCC 25922
e Streptococcus agalactiae ATCC 13813
e Gardnerella vaginalis ATCC 14018
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Szczep Lactobacillus plantarum PL5 zawieszano w 10 ml bulionu MRS, a nastepnie hodo-
wano, przez 24 godziny w warunkach beztlenowych, w temperaturze 37°C. Po uptywie tego czasu
sprawdzano gesto$é hodowli za pomoca metody, rozciehczen dziesietnych, a nastepnie z hodowli
bakterii pobierano po 0,9 ml i dodawano do nich po 0,1 ml prébek zawierajacych 24-godzinne,
Swieze hodowle szczepow bakterii wskaznikowych. Cato$¢ inkubowano w warunkach tlenowych,
jedynie w przypadku antagonistycznego dziatania szczepu Lactobacillus plantarum PLS na beztle-
nowy szczep Gardnerella vaginalis ATCC 14018, mieszanine umicszczano w warunkach scisle
beztlenowych. Po uptywie 8 i 24 godzin z kazdej z mieszanych hodowli wykonywano rozcienczenia
dziesietne, wysiewajac kolejno po 0,1 ml mieszaniny réwnolegle na odpowiednie dwa podtoza, za-
réwno w Kierunku bakterii Lactobacillus, jak i bakterii wskaznikowych. Liczbe kolonii zliczano, a wy-
niki podano w jednostkach tworzacych kolonie w przeliczeniu na 1 ml (j.t.k./ml).

Tabela 10

Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wobec wybranych
bakterii wskaznikowych, przy zastosowaniu metody ilosciowe;j.

Szczep 0 godz. 8 godz. | 24 godz.
j-Lk./ml jk/ml | jrk./ml

Escherichia coli 70x 107 |0 0

ATCC 25922

Streptococcus 20x 10’ 0 0

agalactiae

AICC 13813

Gardnerclla vaginalis | 6,0 x 10° 0 0

ATCC 14018

Kontrola hodowli 7.0 x 10’ 10 x| 10x10°

Excherichia coli 10*

ATCC 25922

Kontrola hodowli 20x10° [ 30 x| 3.0x108

Streptococcus 106

agalactiae

ATCC 13813

Kontrola hodowli 6.0x 10° to x| 1,0x10*

Gardnerella vaginaliy 1o®

ATCC 14018

Antagonistyczne dziatanie szczepu Lactobacillus plantarum PL5 wobec wybranych bakterii
wskaznikowych, przy zastosowaniu metody ilosciowej przedstawiono na Fig. 9, (,**” catkowita re-
dukcja liczebnosci bakterii).

Szczep Lactobacillus plantarum PL5 wykazuje wybitne dziatanie wobec najwazniejszych
czynnikéw patogennych powodujacych stany zapalne pochwy.
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X. Sekwencjonowanie NGS (next generation sequencing) genomu szczepu bakterii Lactobacillus
plantarum PL5.

Z uwagi na duze podobienstwo pomiedzy szczepami bakterii probiotycznych pochodzenia
ludzkiego metoda, ktéra pozwala na ich zréZznicowanie jest sekwencjonowanie petnego genomu
metoda NGS (next generation sequencing).

Metoda ta opiera sie o rownolegte, masowe sekwencjonowanie od kilku tysiecy do kilkuset
miliondw réznych matryc tzw. bibliotek. Tym samym charakteryzuje ja bardzo wysoka przepusto-
wos$¢ oraz analiza ogromne;j ilosci danych w stosunkowo krotkim czasie.

W celu przeprowadzenia sekwencjonowania NGS genomu szczepu Lactobacillus plantarum
PL5 wykonano izolacje genomowego DNA z wykorzystaniem zmodyfikowanej metody opartej na
zestawie Genomic Midi AX (A&A Biotechnology), Stezenie genomowego DNA zostato, zmierzone
przed procedura przygotowania bibliotek metoda fluorymetryczng z uzyciem odczynnika PicoGreen
(Life Technologies, Pl 1496, LOT 1597051). Pomiar wykonano na aparacie Infinite firmy Tecan.
W Tabeli 11 zestawiono parametry wyizolowanego DNA.

Tabela 11

Charakterystyka wyizolowanego DNA szczepu Lactobacillus plantarum PL5.

Szeeep Stgzenie  wyizolowancego | A 2601289
DNA

Lactobacillus  plamtarum | 377 pg/ml 1.84

PLS

Genomowe DNA zostato po fragmentowane metoda sonikacji uzywajac Covaris E210 (Covaris,
numer seryjny E210-220), zgodnie z parametrami zalecanymi do przygotowania bibliotek do se-
kwencjonowania w technologii lllumina. Biblioteki zostaly przygotowane z uzyciem zestawu
NEBNext® DNA Library Prep Master Mix Set for lllumina® (New England Biolabs, E6040L, dala
waznosci 06/16) zgodnie z zaleceniami producenta.

Sekwencjonowanie wykonano z uzyciem sekwenatora MiSeq, w technologii parowa-
nych koncow (ang.: paired-end; PE), 2 x 250 nt, z uzyciem kitu v2 llluminy, zgodnie z protokotem
,Preparing Libraries for Sequencing on the MiSeq” (15039740 rev. D).

Odczyty przefiltrowano programem Cutadapt w wersji 1.16. Mapowanie do genomu referencyj-
nego Lactobacillus plantarum strain HFC8 (CP012650.1) oraz generowanie sekwencji konsensusowa
dla badanej probki przeprowadzono przy pomocy programu CLCGenomicWorkbench.

W wyniku sekwencjonowania uzyskano pliki danych z odczytami sekwencji DNA — po dwa
odczyty na kazdy sekwencjonowany fragment. Dane zostaty automatycznie rozdzielone na probki
z uzyciem oprogramowania MiSeq Reporter (wersja 2.3), dostepnego na aparacie MiSeq. Informa-
cje na temat liczby odczytanych surowych, sekwencji i zasad dla badanego szczepu znajdu-
ja sie w Tabeli 12. Sekwencje genomowa szczepu L. plantarum PL5 prezentuje Zatacznik w postaci
elektroniczne;.

Tabela 12

Liczba odczytanych surowych sekwencji i zasad dla szczepu L. plantarum PLS5.

Nazwa Odczyty Odczyty Zasady Zasady
szczepu surowe prrycigte surowe {min} | przycigte

[min]
Lactobacillus | 2168528 2163966 544.300528 502.852599
plantarum PLS
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Za pomoca sekwencjonowania catego genomu szczepu PLS uzyskano petny wglad w strukture ge-
netyczng potwierdzajaca jego funkcjonalno$é. Ponadto poznanie indywidualnych sekwencji umozliwia
petne zabezpieczenie jego tozsamosci do celéw patentowych.

Podsumowanie wynikéw badan.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze szczep Lactobacillus plantarum PL5 posiada specyficzne,
indywidualne cechy rézniace go od pozostatych szczepdw probiotycznych:

posiada wyjatkowa ceche jaka jest zdolno$¢ do wytwarzania znacznych ilosci antyoksyda-
cyjnego enzymu: katalazy, rozktadajgcej nadtlenek wodoru. Badania jednoznacznie wyka-
zaly, ze szczep Lactobacillus plantarum PLS nalezy do nielicznych szczepdw bakterii pro-
biotycznych posiadajacej ta pozadana dla probiotykéw zdolnosé, ktéra ma kluczowe zna-
czenie w wygaszaniu stanéw zapalnych wyniktych z nadprodukcji nadtlenku wodoru po-
chodzacego z aktywowanych komérek uktadu immunologicznego badz bedacego wynikiem
produkcji przez inne bakterie z rodzaju Lactobacillus spp. szczegdlnie w drogach rod-
nych (zjawisko to obserwowane jest w przypadkach np. zapalenia pochwy zwigzanego
z przerostem gatunkéw Lactobacillus produkujacych nadtlenek wodoru okreslanego jako
Lactobacillosis):

L.plantarum PL5
H,0, H,0+ 0,

—

jako jeden z pierwszych szczepdw pochodzenia ludzkiego, wyizolowanego w Polsce, posia-
da w petni poznana sekwencje genomowa wyznaczona przy pomocy NGS (next generation
sequencing) — w chwili obecnej najnowoczesniejsze] technologii sekwencjonowania,
zostat wyizolowany z tylnego sklepienia pochwy zdrowe] kobiety w wieku rozrodczym i stad
wykazuje wysoki stopieh adherencji do ludzkiej linii tkankowej nabtonka pochwy dzieki
czemu moze blokowa¢ adherencje innych bakterii i grzybéw chorobotwérczych,
dodatkowo wykazuje duza opornos¢ na niskie pH i dziatanie sztucznego soku Zzotadkowe-
go. Szczep ten po uptywie 20 min redukowat swojg populacje tylko o 1 log, co moze $wiad-
czy¢ o jego doskonatym przystosowaniu do niesprzyjajacych warunkéw panujacych
w ludzkim przewodzie pokarmowym, czy niskiego pH w drogach rodnych, stad moze by¢
z powodzeniem stosowany w preparatach doustnych czy dopochwowych,
wykazuje bardzo silne dziatanie wobec patogennych grzybdéw z rodzaju Candida spp.
(Calbicans, C. glabrata, C. krusei, C. tropicalis, C. kefyr). Taki efekt dziatania szczepu
Lactobacillus plantarum PL5 moze wskazywa¢ na mozliwos¢ zastosowania go do zapo-
biegania i wspomagania leczenia stanéw zapalnych drég rodnych okreslanych jako grzybi-
ca pochwy i sromu,
wykazuje wysokg skutecznos¢ wobec patogennych bakterii powodujacych stany zapalne
pochwy (Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Gardnerella vaginalis) i moze by¢ wy-
korzystany jako skfadnik czynny preparatu probiotycznego do dietetycznego postepowania
w zaburzeniach flory uktadu moczowo-piciowego u kobiet.

Przeprowadzone badania uzasadniajg wykonanie preparatu w postaci $srodka spozywczego

lub w postaci zelu/masci do uzytku miejscowego.

Zastrzezenia Patentowe

1. Nowy szczep Lactobacillus plantarum oznaczony symbolem PLS, zdeponowany zgodnie
z traktatem budapesztenskim o miedzynarodowym uznawaniu depozytu drobnoustrojow dla ce-
6w postepowania patentowego, w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmoéow (PCM) w Instytucie Im-
munologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu pod numerem depo-
zytowym B/00110 charakteryzujacy sie wysoka zdolnoscia do wytwarzania katalazy, enzymu
rozktadajacego nadtlenek wodoru.

2. Nowy szczep Lactobacillus plantarum PLS wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze posiada zdol-
nos¢ hamowania wzrostu grzybéw drozdzopodobnych powodujacych zakazenia drég rodnych
i przewodu pokarmowego.
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Nowy szczep Lactobacillus plantarum PL5 wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze posiada zdol-
nos¢ hamowania rozwoju patogennych bakterii powodujacych stany zapalne pochwy.

Nowy szczep Lactobacillus plantarum PLS wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze posiada w pet-
ni poznana sekwencje genomowa odrdzniajaca go od innych szczepdw bakterii.

Nowy szczep Lactobacillus plantarum PLS zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow
pod numerem B/00110 do zastosowania w produkcie do leczenia stanéw zapalnych droég rod-
nych i przewodu pokarmowego.
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