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Bakterie mlééného kvaseni
(57)Anotace:

Bakterie mlé&ného kvaSeni, naleZejici k rodu Lactobacillus,
které maji schopnost zabranit kolonizaci stfev pathogennimi
bakteriemi, vyvolavajicimi prijmova onemocnéni a zabrénit
infekci spithelialnich stievnich bungk rotaviry. Soucast feSeni
tvofi také pouZiti uvedenych bakterii pro vyrobu
poZivatelného nosiée pro 1é¢eni a/nebo prevenci poruch,
spojenych s prijjmovym onemocnénim.
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Bakterie mlé&ného kvasSeni

Oblast techniky

Vynadlez se tykd nového mikroorganismus rodu
Lactobacillus, vhodného pro prevenci prijmu, vyvolaného
pathogennimi bakteriemi nebo rotaviry. Vyndlez se zvlasté
tykd pouZiti uvedeného mikroorganismu pro pfipravu
pozivatelného nosile a prostfedku, ktery tento nosic

obsahuje.

Dosavadni stav techn;k§/

/

///

e
Organismy, které produkuji kyselinu mlécnou jako

svou hlavni metabolickou sloZku, jsou jiZz dlouhou dobu
znamé. Tyto bakterie se vyskytuji v mléce, v Zivych nebo
v rozkladajicich se rostlinach a také ve stfevech Clovéka
i jinych Zivoc&ichu. Tyto mikroorganismy se souhrnné
oznaduji jako bakterie mlé&ného kvadeni a prfedstavuji
znadn& nehomogenni skupinu, kterd zahrnuje napfiklad rody
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,

Bifidobacterium, Pediococcus a podobné.

Bakterie mlé&ného kvadeni jsou vyuzivany Jjako
fermentadni ¢inidla pro konzervaci potravin p¥i vyuZiti
nizkého pH a pusobeni fermentadénich produktd, vytvartenych
v prib&hu fermentace k inhibici ristu nezadoucich typt
bakterii. K tomuto ucelu se vyuzZivaji bakterie mlécného
kvageni pro vyrobu nejriznéjsich potravit, jako jsou

syry, jogurty a dal3i fermentované vyrobky z mléka.

V soulasné dobé& se v&nuje bakteriim mlécného kvaSeni

zvySend pozornost vzhledem k tomu, Ze bylo prokazano, Ze
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po poZiti maji nékteré kmeny té&chto bakterii velmi cenné
vlastnosti u ¢lovéka i u jinych Zivo&icht. Zvl1aste
specifické kmeny rodl Lactobacillus a Bifidobacterium,
maji schopnost kolonizovat stfevni sliznici a napoméhat
tak udrsovéani dobrého zdravotniho stavu u &lovéka i u

jinych Zivoé&ichu.

V patentovém spisu EP 768 375 se popisuji specificke
kmeny rodu Bifidobacterium, které mohou byt implantovéany
do strevni fléry a mohou lnout ke stfevnim buiikam. Tyto
mikroorganismy mohou napoméhat modulaci imunitniho
systému a mohou kompetitivné branit p¥ilnutil pathogennich
bakterii na stfevni bunky, &imZ mohou napomahat udrZeni

dobrého zdravotniho stavu.

V poslednich né&kolika letech byl vyzkum zam&¥en na
potencidlni pouZiti bakterii mlécného kvadeni jako
probiotickych prostfedku. Probiotické prostfedky jsou
sivotaschopné mikrobidlni prostfedky, které podporuji
zdravotni stav jednotlivce zachovavanim p¥irodni stfevni
mikrofléry. Mikrobidlni prostfedky je moZno uznat za
probiotické proétfedky p¥i znalosti pfisludnych
mikroorganismi a zpusobl jejich ulinku. PEi podéni téchto
prostfedkd dochdzi k prilnuti bakterii na sttevnil
sliznici, ke kolonizaci stfevni sliznice témito
bakteriemi a tim i k zdbran& pfilnuti Skodlivych
mikroorganism na tuto sliznici. Zasadnim pfedpokladem
"pro pusobeni probiotickych bakterii je skutecnost, Ze se
tyto bakterie musi dostat na stZevni sliznici v
3ivotaschopné form&, takZe nesmi dojit k jejich naruSeni
v horni Gasti za¥ivaci soustavy, zvla3té pusobenim nizké

hodnoty pH, kterd pfevaZuje v Zaludku.
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V mezinarodni patentové pfihladce WO 97/00078 se
popisuje specificky kmen Lactobacillus GG, ATCC 53103
jako probioticky prostfedek. Uvedeny mikroorganismu je
zv143t& moZno pouzit pfi prevenci a léceni
precitlivélosti na riizné potraviny tak, e se mikrobidlni
kmen podava spoleéné s potravinou, ktera byla
hydrolyzovéna pepsinem a/nebo trypsinem. Uvédény kmen
Lactobacillus je schopen pfilnout na stfevni sliznici a
kolonizovat ji, pridemZ produkuje enzym proteazu, takZe
proteiny, obsaZené v potravinach, jsou déle hydrolyzovény
protedzami, vylu€ovanymi specifickym kmenem
Lactobacillus. Pfi uvédéném postupu mohou byt bilkoviny
vstiebavany ve stfevé, prilemZ nevyvolavaji jiZ Zadnou

alergii.

Mimo to patentovy spis EP 577903 uvadi pouziti
bakterii mlééného kvaSeni, které maji schopnost nahradit
Heliobacter pylori, ktery je uzndvanou pficinou vzniku
saludednich vied, takZe pti pouZiti bakterii mlécného
kvaééni je moZno bréanit vzniku Zaludecniho vredu nebo
1é&it ji# vzniklé vEedy, spojené s plsobenim Heliobacter

pylori.

V mezinadrodni pfihlad3ce WO 99/29833 se popisuje
ur&ity kmen LMG P 17806, ktery obsahuje 3 plasmidy
definovaného rozméru. Tento kmen se uvadi jako
mikroorganismus, schopny chrénit stfevni bunky pfed

invazi Salmonella typhimurium.

Je ztejmé, Ze vzhledem k cennym vlastnostem uréitych
kment bakterii mlé&ného kvadeni by bylo Zadouci mit k
dispozici dalsi kmeny s pfiznivym Gcinkem na organismus

&lovéka a/nebo jinych Zivocéicha.
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Vynédlez si klade za ukol navrhnout dalsi bakteridlni
kmeny s novymi vlastnostmi, které by byly pfiznivé pro

&lovéka a/nebo jiné Zivocichy.

Podstata vyndlezu

Podstatu vyndlezu tvofi novy mikroorganismus
mlé&eného kvadeni, naleZejici do rodu Lactobacillus a
schopny branit kolonizaci stfev pathogennimi bakteriemi,
vyvolavajicimi prajmy a soucasné zabranit infekci
stfevnich epithelidlnich bunék rotaviry. Ve vyhodném
provedeni je kmen Lactobacillus schopny pfilnout ke

stfevni sliznici hostitele a kolonizovat ji.

Podle daldiho vyhodného provedeni mohou kmeny
Lactobacillus rlst v pfitomnosti aZ 0,4 % Zlucovych soli,
takZe mohou snadno projit zaZivacl soustavou ve V

podstaté ulinném stavu.

Podle dal3iho vyhodného provedeni se bakterie
mlédéného kvadeni zvoli ze skupiny, tvofené Lactobacillus
rhamnosus nebo Lactobacillus paracasei, s vyhodou
Lactobacillus paracasei a zv143té& Lactobacillus paracaseil

CNCM I-2116.

Mikroorganismy podle vyndlezu jsou grampozitivni,
jsou negativni na kataldzu, negativni na arginin a
produkci NH3 z argininu a také na produkci oxidu
uhli&itého. Uvedené mikroorganismy produkuji kyselinu
L(+) mlé&nou, jsou schopné rust v pEitomnosti Zlucovych
soli v koncentraci az 0,4 % a jsou schopné v podstaté

zabranit infekci epithelidlnich bunék rotaviry.




Nové mikroorganismy je moZno pouzZit pro pIiipravu
celé fady poZivatelnych nosicl, jako je mléko, jogurt,
tvaroh, fermentované mléko, vyrobky na bazi
fermentovaného mléka, vyrobky na bazi fermentovanych
obilovin nebo na bazi pra3kového mléka, vyzZivy pro
kojence a podobné&, pf¥ifemZ mikroorganismy mohou byt
obsazeny v nosié¢i v mnoZstvi pribliZné 10° cfu/qg aZ
10! cfu/g. Pro Gcely vyndlezu znamend zkratka cfu
»jednotky, vytvarejici kolonie™, tato hodnota‘je
definovéna po&tem bakteridlnich bunék p¥i po&itani bunék

na agarovych plotnach®™.

Soudast podstaty vyndlezu tvofi rovnéZ potravinaisky
nebo farmaceuticky vyrobek, ktery obsahuje alespon jeden

kmen Lactobacillus se svrchu uvedenymi vlastnostmi.

Pri pripravé potravind¥skych prostfedkd podle
vynalezu se uloZi alespofl jeden kmen Lactobacillus podle
vyndlezu do vhodného nosice v mnoZstvi pfiblizné 10°
cfu/g az 10* cfu/g, s vyhodou 10° cfu/g az 10'° cfu/g a
zvlasté& 107 cfu/g az 10° cfu/g.

V pfripadé& farmaceutického prostfedku je moZno tento
prostfedek pripravit ve formé& tablet, kapalnych
bakteridlnich suspenzi, suSenych dopliku pro perordlni
podéni, vlhkych dopliikll pro peroralni podani, prostiedkud
pro podani sondou v suchém nebo vlhkém stavu, pficemi
mnoZstvi kmene Lactobacillus v téchto prostfedcich mGZe
byt az 10* cfu/g, s vyhodou 10’ az 10* cfu/g a zvlasté
107 az 10 cfu/qg.
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U&innost nového mikroorganismu na stfevni sliznici
samoztejmé& zAavisi na jeho davce. To znamend, Ze Cim vy$si
mno?stvi nového mikroorganismu se privaddi spolu s
potravou nebo jako farmaceuticky prostredek, tim vy$Siho
ochranného a/nebo 1lé&ebného uc¢inku mikroorganismu je
mozno doséhnout. Vzhledem k tomu, Ze nové mikroorganismy
nemaji Zadné fkodlivé ulinky pro &lovéka ani pro jiné
Yivo&ichy a &asto jsou ndhodné izolovany z kojenecké
stolice zdravych kojencl ve vysokém mnozZstvi, je moZno
tyto mikroorganismy pouzit i ve vysokém mnoZstvi k
zajidténi kolonizace st¥evni sliznice témito

mikroorganismy.

Vynadlez bude dale osvétlen v souvislosti s

priloZenymi vykresy.

Prehled obrazkui na vykresech

Na obr. 1 je znazornéno schéma vySetfeni bunécné
kultury na ochranné ucinky bakteridlnich kmend proti

rotavirim.

Na obr. 2 je zndzorné&no okyseleni rlznych rustovych
prostfedi plsobenim L. casei CNCM I-2116, oznacovanym

ST11.

Na obr. 3 je znazornéno pfeZivani kmene L. casel

ST11l pri teploté& 10 °C v prubéhu 30 dna.

Na obr. 4 je zndzorné&na indukce mRNA cytokind IL-12
a IL-10 u my8ich bunék, odvozenych od kostni dfeneé po

inkubaci t&chto bunék se sériovym fedénim ST11.
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Na obr. 5 je znazornéna diferenciace Th2, prokézéna

sniZenim produkce IL-4.

Na obr. 6 je zndzornéno schéma vysledkd pokusl na
bun&dné kultufe, v pokusu byly uZity bunky ST11l, které
byly sledovany na inhibici prilnuti pathogennich bakterii

E. coli na epithelid&lni bunky.

Na obr. 7 jsou schématicky zndzornény vysledky
pokust na bunécné kultufe, v tomto pfipadé byl
supernatant kultury ST11l uZit k inhibici p¥ilnuti

pathogennich bakterii E. coli na epithelialni bunky.

Na obr. 8 jsou schematicky zndzornény vysledky
pokusu na buné&né kultufe, v tomto pfipadeé byly bufiky
ST11l z buné&&né kultury pouzity ke sledovéni inhibice

invaze Salmonella typhimurium do epithelidlnich bunék.

Na obr. 9 jsou schematicky zndzornény vysledky
pokusu v bun&éné kultufe, pfi pokusu byl pouZit
supernatant kultury ST1l k inhibici invaze Salmonella

tiphimurium do epithelidlni bunék.

V prib&hu extensivnich studii, které vedly ke
zji&té&ni bakteridlnich kmenl podle vynadlezu, doslo k
vy$etfeni velké fady kojeneckych stolic a k izolaci
riznych bakteridlnich kmend z tohcto materidlu. Ziskané
kmeny pak byly postupné sledovany na svou schopnost
branit infekci epithelidlnich bunék rotaviry a
pathogennimi bakteriemi, o nichZ je zndmo, Ze vyvolavaji

priajmové onemocnéni.
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N&kolik rodt bakterii, a to Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus bylo seriové vySetfeno na
inhibi&ni vlastnosti. Zkoudky byly provadény se tfemi
serotypy rotaviru, predstavujicimi hlavni pavodce
virovych pr@jmovych onemocnéni u &lovéka, jde o serotypy
Gl, G3 a G4, souasn& byly provadény také zkousky s
pathogennimi kmeny E. coli a Salmonella typhimorium jako
reprezentativnimi pathogennimi mikroorganismy,

vyvolavajicimi prijmova onemocnéni.

RUzné bakterie mlédného kva3eni byly pé&stovany ve
vhodnych #Zivnych prostfedich, jako MRS, Hugo-Jago nebo
M17 p#i teplotéach 30 az 40 °C podle optimadlni ristové
teploty pro jednotlivé organismy. Po dosazeni
staciondrniho rustu byly bakterie izolovéany odstfedénim a
uvedeny do suspenze ve fyziologickém roztoku chloridu
stného. Mezi ruznymi zkouSkami byly bakteridlni bunky

uloZeny ve zmrazeném stavu pri teploté -20 °C.
Zkoudky na rotavirus

zadsobni vzorky rotaviru byly pfipraveny infekci
souvislych buné&Znych kultur. Rotavirus byl inkubovéan pfed
infekci. Buné&dny materidl byl infikovén 20 davkami, jichz
je zapotF¥ebi pro infekci tkanove kultury. Aby bylo moZno
stanovit ochranné udinky proti rotaviru, bylo pouZito
dvou postupt. P¥i jednom postupu byly ruzné bakterialni
kmeny podrobeny zkouskadm na pfimou interakci s rotavirem,
kdefto pfi druhém postupu byly bakterie sledovany na svou
interakci s bun&énymi receptory pro rotavirus. PFi prvnim
uvedeném postupu se suspenze bakterii uvadély do styku s
riznymi kmeny rotavird a vzorky byly inkubovany ve

vhodném prost¥edi. Pak byla sm&€s viru a bakterii nanesena
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na souvislou bund&nou kulturu bun&k nediferenciovaného
lidského adenomu tlustého streva HT-29 a kultura byla
dile inkubovéna. Pak byla sledovéna replikace viru. PIi
druhém typu zkoudek byla bakteridlni suspenze inkubovéna
nejprve s buné&énou kulturou bunék nediferencivaného
1idského adenomu tlustého st¥eva HT-29 a aZ potom byl
pridan virus. Po dal3i inkubaci byla opet sledovéna
replikace viru. Replikaci rotaviru je mozZno snadno
prokdzat histoimunologickym barvenim protein rotaviru v
infikovanych bufikdch. Inhibilni efekt na rotaviru byl
prikazny v pripadé, Ze pocet infikovanych bunék v buné&cné
kultu¥e, naockované rotavirem a zkoumanou bakterii byl
snifen o 90 % ve srovnani s buitkami, které byly

naodkovany pouze rotavirem.

Z 260 ruznych pavodné izolovanych bakteridlnich
kment bylo moZno prokéazat pouze u deviti kment podstatnou
inhibici replikace rotaviru. Bylo prokazano, Ze vSechny
bakterie je moZno zafadit do rodu Lactobacillus, subsp.
rhamnosus nebo paracasei. Jeden z kmenu, ktery byl
oznaden Lactobacillus casei ST1l, byl uloZen v souladu s
Budapedtskou umluvou pod pfistupovym &islem NCC 246l
(I-2116). Bylo prokazano, Ze tento kmen Jje velmi ucinny
p¥i prevenci infekce lidskych bunék rotavirem. Mimo to
tento kmen velmi dobfe roste, jak je moZno prokazat
okyselenim v ruznych prostfedich. Uvedeny kmen také dobfe
prezivad v prubéhu skladovani pri nizkych teplotach
pribliZn& 10 °C, takZe je mozno jej velmi dobfe zafadit
do potravindfskych vyrobkd nebo farmaceutiék?ch

prost¥edka, které maji byt uloZeny v chladnicce.

JERSS—
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zkoudky na antibakteridlni vlastnosti

Aby bylo moZno stanovit antibakterialni vlastnosti
novych kmenli, byl podle jednoho postupu kmen
Lactobacillus podle vyndlezu podroben zkouskam na svou
schopnost zabranit pfilnuti pathogennich bakterii,
vyvolavajicich prijem ke stfevnim bunkém nebo zabranit
priniku t&chto bakterii do stfevnich bunék. K tomuto
u&elu byly stfevni bunky uvedeny do styku s pathogennimi
pakteriemi a s kmeny Lactobacillus podle vynalezu a byla
sledovana mira adhese nebo invaze. P¥i druhém postupu byl
supernatant buné&éné kultury kmentl Lactobacillus podle
vynalezu pfidavadn spolu s pathogennimi mikroorganismy ke
stfevnim bufikdm a byla sledovéna mira adheze nebo invaze
pathogenniho organismu. V prub&hu pokust bylo moZno
prokdzat, Ze kmeny Lactobacillus i supernataﬁt kultury
tohoto kmene byly velmi u&inné p¥i prevenci adheze i
invaze, coZ prokazuje, Ze metabolické latky, které jsou
novymi mikroorganismy vylucovany, maji patrné
protiprijmovy u¢inek v piipadé invaze pathogennich

bakterii.

Kromé& svrchu uvedenych zjidté&ni bylo rovné&€Z mozZno
prokazat, Ze zcela neolekédvané uvedené kmeny maji také
antialergické vlastnosti tim, Ze zfejm& ovliviujl syntézu

raznych medidtord imunitniho systému.

Obvykle se uznava, Ze humordlni imunitni odpoveéd a
alergické reakce jsou zprostfedkovany burfikami CD4'T,
které nesou fenotyp typu 2 (Th2). Buititky Th2 jsou
charakterizovany produkci velkého mnoZtstvi interleukinu

4, IL-4, jde o cytokin, nezbytny pro sekreci IgE, coZ Jje
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hlavni skupina protilatek, které se uUcastni vzniku

alergickych reakci.

Diferenciace buné&k Th2 je nepfiznivé ovliviaovana
IFN-y, coZ je specificky cytokin, ktery je tvofen vyluéné
podskupinou Thl bun&k CD4" T. K indukci buné&k Thl pritom
dochazi ptusobenim interleukinu 12, IL-12. Naproti tomu
IL-10, jiny cytokin, m& silny inhibi&ni ulinek na
proliferaci buné&k Thl a pravdépodobné tedy hraje ulohu

p¥i potlagovani reakce imunitniho systému.

Souhrnné tedy maji jak IL-12, tak’IL—lo silné
moduladéni G&inky na vyvoj bun&k CD4* T tak, Ze ovliviujl
vyvoj podskupiny Thl. IL-12 je klicovym ¥idicim cytokinem
pro indukci diferenciace Thl a vyvoldvé inhibici tvorby
Th2. Hlavni cestu pro inhibici bun&k Th2 je tedy moZno

pozorovat ve stimulaci syntézy IL-12.

Je znamo, Ze nékteré slozky gramnegativnich
bakterii, napfiklad LPS indukuji velké mnoZstvi IL-12 u
nékterych bunék, naptiklad makrofagl a dendritickych
bunék. Bylo také prokdzéno, Ze gramnegativni bakterie
mohou siln& ovlivnit diferenciaci bun&k CD4™ T smérem k

fenotypu Thl.

Mikroorganismus ST11l, jako pfiklad kment
Lactobacillus podle vyndlezu, byl podroben zkouskam na
svou potencidlni Glohu p¥i indukci cytokint, uGcastnicich
se ?izeni diferenciace bunék CD" T. Zv1la3té& byl sledovan
G&inek ST11 na fenotyp Th2 u bun&k CD4" T v prubéhu

jejich diferenciace.
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Schopnost ST11 indukovat syntézu kdédové mRNA pro
uvedené dva Fidici cytokiny u my3ich bunék, odvozenych od
kostni d¥en&, byla srovnavéana se schopnosti 4 jinych
kmentl Lactobacillus a s kontrolnim kmenem gramnegativni
bakterie E. coli K12. MnoZstvi mRNA bylo m&feno
semikvantitativn& pomoci RT-PCR po 6 hodinach inkubace
bunék se seriovym redénim bakterii v mnoZstvi 10° a%

107 cfu/ml.

Pr¥estoZe viechny kmeny Lactobacillus byly schopné
indukovat transkripci IL-12 mRNA do uré¢itého stupné&, kmen
ST11 vyvolava nejsiln&jsi indukci vzhledem k tomu, Ze
bylo moZno prokdzat silny PCR signal i pfi nejnizsi davce
téchto bakterii. Ve skute&nosti byla schopnost STI11
indukovat transkripci IL-12 mRNA tak silnd jako uvedena
schopnost v p¥ipad& E. coli. Indukce pro IL-10 mRNA byla
obecn& slab3i neZ pro IL-12 mRNA vzhledem k tomu, Ze
pouze pFi vys3i dévce bakterii bylo mozno prokazat
signal. Plati v8ak, Ze ST1ll Je kmenem, vyvolavajicim
nejsiln&jsi indukci IL-10 mRNA ve srovnani s ostatnimi
kmeny bakterii mlééného kvaSeni a s kontrolnim kmenem E.

coli.

Je tedy moZno kmen ST1l povaZovat za kmen, ktery
vyvoladva G&innou indukci cytokinl, fidicich imunitni
systém a uastnicich se diferenciace bunék CD4" T.
Vzhledem k silné indukci IL-12 by tento kmen mohl
vyvolavat inhibici odpov&di Th2 a vzhledem ke své
métitelné indukci IL-10 by uvedeny kmen mohl brénit

zdnétlivé odpovédi.

Kromé& svrchu uvedenych zji%té&ni bylo také zkoumano,

zda m& kmen ST11 inhibi&ni u&inek na butiky CD4™ T v
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priub&hu diferenciace Th2 nebo zda m& kladny u¢inek na
funkce Thl. Byl pouZit b&Zné& uZivany systém pro zkouSky
na diferenciaci bunék v kultufe, v némZ byly pfekurzorové
bufiky CD4" T polyklon&lné& aktivovany a modulovany tak,
aby do3lo k diferenciaci Thl nebo Th2. Tyto zkousky byly
provadény v zavislosti na pfidatnych podnétech v Zivném
prostfedi kultury. Diferenciace Thl/Th2 byla indukovéna v
pribéhu prvnich sedmi dnd primarni kultury, pak byly
buiky znovu stimulovany dva dny v sekundérni kultuzte,
obsahujici pouze Zivné prostfedi, nacez byly stanoveny
specifické fenotypy Thl nebo Th2 méfenim typu )

produkovaného cytokinu v supernatantu (IFN-y nebo IL-4).

Je znamo, Ze prekurzorové buiiky CD4* T my5i kmene
BABL/c se pfednostné& diferencuji na fenotyp ThZ (v
supernatantu sekunddrni kultury je mozno prokdzat vysoké
mno¥stvi IL-4 a malé mnoZstvi IFN-y) po aktivacibza
neutralnich podminek v pfitomnosti samotného zZivného

prostfedi v primdrni kultufe. Tento fenotyp mohl byt

zcela zaméndn na fenotyp Thl (vysoké mnozstvi IFN-y,
nizké mnoZstvi IL-4) po p¥idéni blokujici monoklonadlni

protilatky proti IL-4 v primadrni kulture.

Aby bylo moZno prokdzat potencidlni Ulohu kmene ST11
pfi inhibici Th2, byl aktivovan gistény prekurzor bunék
CD4* T my$i kmene BALB/c v pfitomnosti bunék =z kostni
d¥end jako pf¥idatnych bunék v pribéhu primdrni kultury.
Tyto buiky byly spolecné péstovany bud v samotném Zivném
prost¥edi nebo v pfitomnosti 1 mg/ml LPS nebo v |
pritomnosti 10° cfu/ml kmene ST11 nebo v pfitomnosti 108
cfu/ml jiného kmene Lactobacillus. Po uvedené dobé& byly
punky promyty a buniky CD4" T byly znovu Cistény a

restimulovany v sekundarni kultufe pouze v Zivném

*0




-
sees e
EXE T )
LX X X ]
(XX T )
esoe
LR 2 X ]

14

[
» er Gsde

L J
o008
tosery

prostfedi. Po dvou dnech byly mé&Ffeny cytokiny,
produkované diferenciovanymi bufikami CD4" T. Jak bylo
moZno olekavat, mé&ly bufiky, diferenciované pouze vV
pritomnosti Zivného prostfedi pfevazujici fenotyp Th2.
Pridanim ST11l k primdrni kultufe silné pozménilo tuto
diferenciaci ve smyslu Th2, jak bylo moZno prokazat
osmindsobnym poklesem produkce IL-4. Tato inhibice mé&la
podobny rozsah jako inhibice, pozorovana u bunék, k
jejichz diferenciaci doslo v pfitomnosti LPS. Na druhé
stran& jiné kmeny Lactobacillus nem&ly Zadny mé&fitelny
vliv na mnoZstvi IL-4. Je zajimavé, Ze po pfridani STI11 k

primdrni kultufe, nedo3lo k vzestupu koncentrace IFN-y.

Je tedy mozno shrnout, Ze kmen ST11 specificky
sniZuje produkci IL-4 bunkami CD4" T pfi jejich
diferenciaci ve smyslu Th2, av3ak prokazateln& nesniZuje

sekreci IFN-y. Skutecnost, Ze ST1l nezvySuje produkci

IFN-y, mlZe byt zplsobena schopnosti tohoto kmene
indukovat IL-10 s tim duasledkem, Ze miZe byt zachovana

jen nizké zan&tliva reakce pres ucinnost proti Th2.

Je tedy moZno prokézat, Ze kmen ST1l je kmen
Lactobacillus, ktery potladuje Th2, takze je tento kmen
mo¥no velmi dobfe vyuZit jako bakterii s antialergickym a

probiotickym Gcinkem.

Praktické provedeni vyndlezu bude osvétleno
nasledujicimi ptiklady, které vSak nemaji slouzit k

omezeni rozsahu vynalezu.
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Priklady provedeni vynialezu

Prostfedi a roztoky:

MRS (Difco)

Hugo-Jago (Trypton Difco 30 g/l, extrakt z kvasnic Difco
10 g/1, laktdza Difco 5 g/l, dihydrogenfosforelnan
draselny 5 g/l, extrakt z hov&ziho masa Difco 2 g/l, agar
Difco 2 g/1)

M17 (Difco)

M199 (Seromed)

Ringertav roztok (Oxoid)

PBS (NaCl 8 g/1, KCl 0,2 g/1, Na;HPO; 1,15 g/1, KH;PO4 0,2 g/1)

bujén s tryptdzou a fosfatem (Flow)

roztok trypsinu a EDTA (Seromed)

Lidsky rotavirus Wa (serotyp Gl) a opi¢i rotavirus
SA-11 (serotyp G3) byly ziskdny od P.A. Offit, Children’s
Hospital of Philadelphia, U.S.A. Virus DS-1xRRV byl
ziskédn od A. Kapikian, NIH Bethesda U.S.A. Lidsky
rotavirus Hochi, serotyp 4, byl ziskd&n od P. Bachmann,
University of Munich, SRN. E. coli DAEC C 1845 byl ziskén
od Washington University, Seattle a E. coli JPN15 byl
ziskdn od Center for Vaccine Development of the
University of Maryland, USA. Kmen Salmonella typhimurium
SL1344 byl ziské&n z Department of microbioclogy, Stanford
University, CA, USA). '

Priklad 1

Izolace bakterii mlé&ného kvadeni ze stolice novorozencu

Cerstvé stolice byly odebrany z plen 16 zdravych

novorozencl ve std¥i 15 aZ 27 dnd. Vidy 1 g Cerstvé
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stolice byl pfepraven do laboratofe za anaerobnich
podminek a v prab&hu 2 hodin byla provedena
mikrobiologickd analyza seriovym fedénim v Ringerové
roztoku a nanesenim na plotny se selektivnim Zivnym

‘prost¥edim. Pro izolaci bakterii mlé&ného kvaSeni byl
pouZit agar MRS s antibiotiky (fosfomycin 80 ug/ml,

sulfamethoxazol 93 pg/ml, trimethoprim 5 pg/ml) a plotny
byly inkubovany 48 hodin p¥i teploté& 37 °C. Kolonie byly
nahodnym zplsobem izolovany a Cistény. U izolovanych
kolonii byla provedena fyzioiogické a genetické

charakteristika.

Priklad 2
Zkoudky kmen v bun&Zné kultufe na GCinnost proti

rotaviru

N&kolik bakteridlnich rodl Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus bylo podrobeno zkouSkam na
G&innost proti rotaviru v bunééné kultufe, v niz byl '
proveden test na inhibici. Rod Lactococcus byl
predstavovan kmenem Lc. lactis, a to Lc. lactis subsp.
lactis a cremoris. Zkoudkam bylo podrobeno celkem 30
kmenti. Z rodu Streptococcus byl pouZit S. thermophilus s
celkem 45 kmeny. Rody Leuconostoc a Propionibacterium
byiy zastoupeny Sesti kmeny, kdeito Enterococcus a

Staphylococcus byly zastoupeny celkem 17 kmeny.

(XX X
LY ]

[ ]
LEX X}

Celkem bylo podrobeno zkou3kdm na inhibicni ucinnost

proti rotaviru 260 bakteridlnich kmenu.

Postup 1:

30 pul bakteridlni suspenze s primérnym obsahem
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3x 10° bakterii bylo smiseno se 70 ul prostfedi MI199,
doplnéného 10 % bujonu s tryptdézou a fosfatem (Flow) a

5 ¢ roztoku trypsinu a EDTA (Seromed) v p¥ipadé& bunék
HT-29 bylo pouzito ¥edéni 1:4, mimo to bylo pfidano 100
ul viru v prostfedi MI199 s dopliky. Smé&s bakterii a viru
byla inkubovana 1 hodinu pfi teploté 4 °C a 1 hodinu pfi
teplot& 37 °C. Builkky nediferenciovaného lidského adenomu
tlustého streva HTf29, rostouci v souvislé vrstvé na
mikrotitradni plotné& s 96 vyhloubenimi, byly 3x promyty
fyziologickym roztokem chloridu sodného s fosfatovym
puffem o pH 7,2. Pak byla na buiky nanesena smés viru a
bakterii a mikrotitrad&ni plotny byly inkubovany 18 hodin
v inkubdtoru s atmosférou CO, (Heraeus). Replikace viru

byla prokazovana déle uvedenym zpusobem.

Postup 2:

30 pl svrchu uvedené bakteridlni suspenze bylo

smiseno se 70 ul prostfedi M199, doplné&ného 10 % bujonu s
tryptézou a fosfétem (Flow) a 5 % roztoku trypsinu a EDTA
(Seromed), v pfipad& bunék HT-29 bylo uZito fedéni 1:4.
Materidl byl pfimo nanesen na vrstvu buné&k na
mikrotitra&ni plotn&. Po inkubaci 1 hodinu pfi teploté

100 pl bylo k bufikdm na mikrotitracni ploté ptridéano

100 pl viru v prostfedi M199, doplnéném svrchu uvedenym
zpisobem. Inkubace pokracovala 18 hodin v inkubatoru s
atmosférou CO, (Heraeus). Replikace viru pak byla

stanovena dale uvedenym zpusobem.

Replikace rotaviru byla prokazovéna
histoimunologickym barvenim proteind rotaviru v

infikovanych burikach, jak bude dédle popséno.
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Jeden den po infekci bylo Zivné prostfedi slito z
mikrotitradnich ploten a bun&&ny materidl byl fixovan
10 minut absolutnim ethanolem. Ethanol byl slit a plotny
byly 3krat promyty pufrem PBS. Pak bylo do kazdého
vyhloubeni pfidéno 50 pl séra proti rotaviru (ptevainé
" proti proteinu VP6), produkovaného kraliky (ziskanymi z
ISREC University of Lausanne) po zfedéni v pomeéru 1:2000
v PBS a vznikla smés byla inkubovana 1 hodinu p¥i teploté
37 °C, pticemZ plotny byly pfekryty, aby nedoslo k
vyschnuti vyhloubeni. Pak bylo antisérum slito a plotny
byly 3krat promyty PBS. Pak bylo p¥idano 50 pl antiséra
(v fedé&ni 1:500 v PBS) proti kralicimu imunoglobulinu G
(IgG), produkovaného u koz a byla provedena vazba na
peroxidazu (GAR-IgG-PO, Nordic). Pak bylo do kaZdého
vyhloubeni pfidéno 100 pl nidsledujici smé&si substratu:
10 ml1 0,5 M tris-hydrochloridu o pH 7,8, 1 ml peroxidu
vodiku (30% Suprapur v fedé&ni 1:600 ve vodé, Merck) a
200 pl 3-amino-9-ethylkarbazolu (0,1 g/10 ml ethanolu,
uloZeny po podilech 200 pl p¥i teploté -80 °Cc, A-5754,
Sigma). Plotny byly inkubovany alespofi 30 minut pfri
teplot& mistnosti. Pak byl substrat slit a vyhloubeni
byla napln&na 200 pl vody k zastaveni reakce. Infikovaneé
bunky pak byly pocitany v invertnim mikroskopu (Diavert,

Leitz).

Bylo zrejmé, Ze s rotavirem se dosté&va do interakce
jen velmi malé mnoZstvi bakterialnich kmenu. Pouze 9
kment z puvodn& vybranych 260 bakteri&lnich kmenl mélo
schopnost vyvolat inhibici replikace rotaviru.
Lactobacillus paracasel NCC 2461 (ST11) mé&l velmi vysokou
&innost proti rotaviru, serotyp 1, rotaviru SA-11,

serotyp 3 a a rotaviru Hochi, serotyp 4.




3
[ X XN XX 4
L2
L X X X

(XX X R X J
eG o
XXX}
[ XX X4
XN N4

19

Pfiklad 3

Péstovani bunék Caco-2

Pro zkoudky na inhibici (pathogennich) bakterii byla
uZita bunddna linie Caco-2 jako model stfevnich bunék.
Tato bun&dna linie ma vlastnosti st¥evnich buné&k, Jako
jsou naptriklad polarizace, exprese st¥evnich enzymi,

produkce uréitych strukturnich polypeptidl a podobné.

Buiiky byly pé&stovéany bud na plotnach z plastu s
plochou 25 cm? (Corning) nebo na sterizovanych sklenénych
plotnach se 6 vyhloubenimi o velikosti 22 x 22 mm
(Corning) p#i zkoudkdch na adhezi nebo na sklenénych
plotnach s 24 vyhloubenimi (Corning) pro zkousky na

inhibici.

Po druhém dnu v kultufe bylo prost¥edi DMEM kazdy
den vym&né&no. Pfed pouzitim bylo ivné prostfedi doplnéno
100 U/ml penicilinu/streptomycinu, 1 pg/ml amphoterinu a
20 % FCS po inaktivaci 30 minut p#i teploté 56 °C.
Bun&dny materidl byl pé&stovan pfi.teploté 37 °C v
atmosféte, obsahujici 90 % vzduchu a 10 % oxidu
uhli&itého. Buiky byly preo&kovany kazdych 6 dnu. Bunécny
materidl byl oddé&len od stén vyhloubeni pusobenim PBS s
0,25 % trypsinu a 3 mM EDTA o pH 7,2. Pro neutrqlizaci
a&inku trypsinu byl k ziskané buné&éné suspenzi pfidan
stejny objem FCS, smés byla odsttedé&na 10 minut pri 1000
otadkédch za minutu a usazenina byla znovu pouZita k
pé&stovani. PribliZné 3,5 x 10° bunék bylo preneseno do
nové lahve pro pé&stovani kultur a péstovano az do

dosaZeni souvislé vrstvy bunék.
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Priklad 4

P&stovani bakterii

ST11

Tento bakteriélni kmen byl uloZen p¥i -20 °C v
prostfedi MRS s obsahem 15 % glycerolu. Kmen byl pé&stovan
za anaerobnich podminek v MRS a 2krat pfenesen do nového
5ivného prostfedi v intervalu 24 hodin pfed pouZitim k
inhibi&nim zkoudkam. P¥i provadéni zkouSek byla uzita

koncentrace 2 X 10° cfu/ml.

Supernatant byl oddélen odstfedénim 1 hodinu pii
20 000 otalkadch za minutu a ziskany supernatant byl

podroben zkou$kam na pritomnost bakterii.

E. coli .

2 kmeny E. coli, a to E coli DAEC C 1845 (Diffuse
Adhesion E. coli) a E. coli JPN15 (EPEC, Entero-
-pathogenic E. coli) byly pouzity k provedeni zkousek.

Prvni pasaz po roztati byla uskutednéna na agaru
CFA-Miiller Hinton, ktery je vhodny pro expresi faktoru

pro adhezi bakteriemi.

P¥ed kaZdym pokusem byly bakteridlni bunky
inkubovany pfi teplot& 37 °C a vidy po 24 hodinach byl
bun&&ny materidl prenesen do nového >ivného prostfedi.
Tento postup byl dvakrat opakovan. Vzhledem k tomu, Ze
kmen JPN15 obsahuje gen pro odolnost proti ampicilinu,
bylo toto antibiotikum pouzito pro selekci uvedeného

kmene v prubéhu ristu.
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Salmonella
K pokustm byl pouzit také mikroorganismus Salmonella
typhimurium kmen SL1344, ktery byl pfed pouZitim pé&stovan

v ¢ivném prostfedi LB.

P¥iklad 5

7koudka na inhibici E. coli

Po druhé pasaZi do nového prostfedi byly patogenni
kmeny bakterii oznaeny radioizotopy, byl pouZit
cl_zcetat v mnoZstvi 10 pCi/ml v prostfedi LB. Inkubace
kmend v tomto Zivném prostfedi byla provadéna 18 hodin

pti teploté 37 °C.

Bakterialni suspenze pak byla odstfedéna 15 minut
p¥i 1041g, tak aby byl odstranén supernatant se zblem
cl4_gcetitem. Usazenina byla uvedena do suspenze a
promyta PBS a burky byly znovu uvedeny do suspenze Vv
koncentraci 10°% bun&k/ml v 1% sterilni manndze, O niz je

znamo, Ze vyvolava inhibici nespecifické adheze.

Rizné bakteridlni kmeny patogennich bakterii E. coli
byly uvedeny do styku se souvislou vrstvou buné&k Caco-2
pfi teploté 37 °C ve smési 90 % vzduchu a 10 % oxidu
uhli&itého na 3 hodiny. TytéZ pokusy byly provedeny pfi
pouZziti supernatantu, ziskaného odst¥edé&nim po dobu 40

minut pri 20 000 otdcdkadch za minutu.

P7i kontrolnim pokusu byly pathogenni bakterie
uvedeny do styku se souvislou vrstvou Caco-2 bez

soudasného pridani ST-11 nebo supernatantu kultury.
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Po trech hodinach inkubace bylo Zivné prostfedi
vym&né&no a souvisla vrstva byla trikrat protha PBS. Prfi
kazdém promyti byl roztok PBS 20krat promichan tak, aby
bylo moZno v podstaté vylou&it jakoukoliv nespecifickou
adhezi. Pak byly builtky rozruSeny pridédnim -1 ml uhlic¢itanu
sodného a inkubovany 40 minut p¥i teplot& 37 °C. Po
homogenizaci byl podil 250 pl materidlu z¥edén 5 ml
scintila&ni kapaliny (Hionic-fluor Packard) a vysledek
byl sledovan na pocitali (Packard 2000). Procentuédlni

adheze pathogennich buné&k na buiky Caco-2 byla vypociténa

o°

ve srovnani s kontrolou, kterd byla povaZovana za 100
Obdobnym zpﬁsobem byla sledovéna invaze, jak bude uvedeno

v ptrikladu 6.

Priklad ©

7kouska na inhibici v pfipadé& bakteril Salmonella

Salmonella jsou bakterie, které napadaji
epithelialni bufiky a mnozi se v nich. Pl stanoveni
inhibi&ni u&innosti kmene ST1l byl kmen Salmonella
typhimurium SL1344 inkubovan svrchu uvedenym zplUsobem Vv
prostfedi, obsahujicim *‘C-acetat, naeZ byl podroben

zkoudkam podle pfrikladu 5.

Po inkubaci byly bufiky Caco-2 promyty PBS k
odstranéni viech bunék, které nepfilnuly. Pak bylo
p¥idano prostfedi, obsahujici 20 ug/ml gentamycinu a
inkubace pokralovala 1 hodinu p¥i teploté 37 °C.
Gentamycin je antibiotikum, které nepronika do st¥evnich
buné&k, takZe vsechny extraceluldrni organismy uhynou,
kdeto organismy, které se jiZ dostaly do stfevnich bunék

prezivaji. Po dvojim promyti bunék PBS byly bunky
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rozrudeny pridanim sterilni destilované vody a pak byla

m&¥ena radioaktivita zp&%obem, popsanym v'pfikladu 4.

Vvysledky pokust 5 a 6 jsou zndzornény na obr. 6
az 9. Je zfejmé, Ze bufiky kmene ST1l 1 supernatant této
kultury byly velmi 4&inné ptri prevenci adheze 1 invaze do
stfevnich buné&k v pEipadé& pathogennich mikroorganismua,

vyvolavajicich prijmova onemocnéni.

Priklad 7
Vlastnosti ST11

Kmen ST11 byl inkubovan v simulované Zaludec&ni
3¢4va. Simulovand Zaludedni Stava byla pripravena tak, Ze
byl suspendovén pepsin v mno¥stvi 3 g/l ve sterilnim 0,5%
roztoku chloridu sodného a pH bylo upraveno na 2,0 az 3
koncentrovanou kyselinou bhlorovodikovou. Kmen ST11 byl
p&stovan na svrchu uvedenych prostredich v razném

mno?stvi a byla stanovena odolnost mikroorganisma.

7iskané vysledky jsou shrnuty v nasledujici

tabulce I.

Tabulka I

pH [cfu/ml |[cfu/ml pfi cfu/ml pri |cfu/ml p¥i |cfu/ml pri
pfi TO |T 1 min T 15 min T 30 min T 60 min

2,0 |2,0x10° [1,8x10° 1,2x10° 3,7x10° 7,0x10°

3,0 [2,0x10° [1,9x10° 1,7x10° 1,710’ 8, 4x10°

' ST11 mé& nasledujici vlastnosti, jak je definovano
postupy pro rody pakterii mlé&ného kvadeni, Ed. B.J.B.
Wood a W.H. Hozapfel, Blackie A&P.
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- bakterie jsou grampozitiwvni,

- negativni na katalazu,

- negativni na NH; formu argininu

- negativni na produkci COg,

- produkuji kyselinu L(+)mlécnou,

- rostou v pritomnosti Zlucovych soli do koncentrace az
0,4 %.

Priklad 8
Rast ST11l za rlGznych podminek

Kmen ST11 byl inkubovan pfi 37 °C v prostfedi na
bazi-rajéat (4 % rajCat v prasSku po rehydrataci v
destilované vodé), prostfedi je doplnéno sachardzou v
mnozstvi 0, 0,5, 1 nebo 2 % nebo sojovym peptonem v
mnoZstvi 0,5 % nebo glukdzou v mnozZstvi 0,5 % na rtzné

Casové obdobi. Vysledky jsou zndzornény na obr. 2.

Kmen ST11l byl dale pfidadn v mnoZstvi 2,5 % do
prostfedi, obsahujiciho 3 % ryZové mouky, 2 % pSenicné
mouky a 3 % sachardzy a smés byla inkubovana pfi teplote
37 °C aZ do dosaZeni pH 4,4. Po zchlazeni byl produkt
balen, popfripadé za priddni vitaminu C a uloZen pri

teploté& 10 °C.

Priklad 9

Indukce syntézy mRNA pro IL-12 a IL-10 u mySich bunék v
pritomnosti ST11. Butiky kostni dfené byly izolovany ze
stehenni kosti a z lytkové kosti bez patogennich mySi
C57BL/6 ve stdfi 8 tydnl a byly inkubovédny v koncentraci
2 x 10° bunék/ml v prost¥edi RPMI (Gibco) s obsahem 10 %
fetdlniho séra skotu, 1 mM L-glutaminu, 12 mM hepes, 0,05

mM 2-merkaptoethanolu, 100 U/ml penicilinu a 100 pug/ml
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streptomycinu (v8echny sloZky od Gibco) celkem 12 hodin
pri teploté& 37 °C v atmosféfe s 5 % oxidu uhliéitého.
Butiky, které nepfilnuly, byly odstranény trojim promytim
teplym Zivnym prostredim a zbyvaji lnouci bunky byly
odebrany a inkubovany v koncentraci 10° bunék/ml celkem
6 hodin v pfitomnosti nebo nepritomnosti bakterii. Pfed
tim bylo stanoveno, Ze 6 hodin pFfedstavuje optimélni
Easové obdobi pro syntézu mRNA pro cytokiny u mySich
bun&k pri odpovédi na LPS. Bakterie byly pridany v ruzné
koncentraci od 10° do 107 cfu/ml. Bakterie byly pé&stovany

a uloZeny tak, jak bylo uvedeno svrchu.

'Na konci obdobi 6 hodin byl bunédény materidl oddélen
odst¥edé&nim a rozruSen p¥i pouZiti reakéniho balicku
TRIzol (GibcoBRL, ¢islo katalogu 15596-018) podle
instrukci vyrobce. Celkovd RNA byla izolovdna vysréZenim
isopropanolem a byla provedena reverzni transkripce do
cDNA po dobu 90 minut p¥i teploté& 42 °C p¥i pouZiti 20 U
reversni transkriptdzy (Superscript II, BRL) v reakZnim

objemu 40 pl s obsahem 200 mM Tris o pH 8,3, 25 mM KCI,

1 ug/ml oligo d(T)is (Boehringer Mannheim), 1 mM DTT
(Boehringer Mannheim), 4 mM kaZdého z dNTP (Boehringer
Mannheim) a 40 U/ml Rnasin (Promega). Primery pro PCR a
pouZité podminky jsou popsany v publikaci Kopf a dalsi,
Journal of Experimental Medicine 1996, 1 z&ri, 184(3):
1127-36. MnoZstvi cDNA bylo ve vzorcich upraveno pri
pouZiti primert, specifickych pro provozni gen

( -2-mikroglobulin). Produkty PCR byly oddé&leny na 2%
agarézovém gelu a jednotlivé pasy byly analyzovany

v ultrafialovém svétle.

Jak je zndzornéno na obr. 4, bylo moZno pro STI11

prokdzat nejsilnéjsi indukci mRNA pro IL-12 a IL-10, tato
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indukce byla srovnatelnd s indukci pro pozitivni kontroly
E. coli. Rozdily jsou nejzrejmé€jsi p¥i nejniZsich

koncentracich bakterii 107 cfu/ml.

Priklad 10
Potladeni syntézy IL-4 plsobenim ST11

Buniky CD4* T byly &isté&ny ze sleziny specifickych
bezpathogennich my3i BALB/c pfi pouZiti balicku MiniMACS
(Miltenyi Biotec, &. katalogu 492-01). Buiky CD4" T byly
péstovany v koncentraci 2 x 10° bundk/ml v prost¥edi
RPMI, obsahujicim 10 % fetdlniho séra skotu, 1 mM
L-glutaminu, 12 mM hepes, 0,05 mM 2—merkaptoethanolu,

100 U/ml penicilinu a 100 pg/ml streptomyciﬁu, buiky byly
aktivovany v pribéhu 1 tydne zesiténim s monoklondlnimi
protildtkami CD3 (klon 2C1l1l) a CD28 (klon 37.51,
Pharmingen), vazanymi na plotnu. V pribéhu této primdrni
kultury byly buiky CD4" T p&stovany spole&n& s bufkami
kostni drené, izolovanymi svrchu uvedenym zplsobem jako
pridatnymi buifikami a s 10°® cfu/ml ST11 nebo 10%° cfu/ml
Lal nebo 1 mg/ml LPS nebo v samotném Zivném prostfedi. Po
této dobé& byly bufiky promyty a buiky CD4" T byly znovu
¢istény s pouZitim balicku MiniMACS a restimulovany v
sekunddrni kultufe, obsahujici pouze Zivné prostrfedi.
Cytokiny, produkované bufikami CD4" T po diferenciaci,
byly mé&feny v supernatantech po dvou dnech pf¥i pouziti

zkuosdky ELISA (balic¢ky Endogen a Pharmingen).

Ziskané vysledky jsou zndzornény na obr. 5. Buiky, u
nichZ doslo k diferenciaci pouze v pfitomnosti Zivného
prosttedi, mély pfevaZujici fenotyp Th2, coZ se
projevovalo vysokou koncentraci IL-4. P¥idé&nim ST11 k

primdrni kultufe silné ovlivnilo diferenciaci Th2
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vzhledem k tomu, Ze do3lo k osmindsobnému poklesu
produkce IL-4. Tato inhibice pfibliZné odpovidala
inhibici, kterou bylo moZno pozorovat u kultur bunék, k
jejichZ diferenciaci do3lo v pfitomnosti LPS. Na druhé
strané& druhy kmen Lactobacillus nemél Z&adny prokazatelny
vliv na koncentraci IL-4. Je zajimavé, Ze po pridéni STI11

k primdrnim kulturdm nedoslo k vzestupu koncentrace

IFN-y.

Z toho, co bylo svrchu uvedeno je zfrejmé, Ze kmeny
Lactobacillus podle vynédlezu je moZno dobfe vyuZit pro
vyrobu potravinovych a/nebo farmaceutickych nosi&l pfi

vyuZiti cennych vlastnosti téchto mikroorganismi.
Priklad 11

Kmen ST11l byl podroben klinickym zkou$kam u komunity
na predmésti Guatemala City tak, aby bylo moZno sledovat
vliv tohoto kmene na pfenos a vznik prujmovych onemocnéni
na zacatku obdobi destd, tomuto onemocnéni je vystavena
vét3ina déti v oblasti. Do studie bylo zahrnuto celkem
203 déti ve stari 35 aZ 70 mésica, témto détem byla
podana po dobu 29 dnt cilovid davka 10'° Zivotaschopnych
mikroorganismd ST11l nebo bylo podéno placebo. Déti, ktereé
byly vybrany k témto pokuslim, mély typické znaky sniZené
hmotnosti a malé vysky, tak jak je to charakteristické

pro podvyiivené déti.

Pred zacatkem pokusu u pfredskolnich déti byla
vyhodnocena in vitro i in vivo bezpednost. ZkouSky in
vitro prokazovaly odolnost proti antibiotikim, obdobnou
pro podobné kmeny, pouZivané pro potravinadfské ucely,

p¥ifemZ nebyla prokdzana Zadn& schopnost tvorby
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biogennich amin®, schopnosti degradovat mucin nebo
dekonjugovat Zlucové soli. P¥i klinickych zkouSkéach,
zahrnujicich 42 dospélych dobrovolnika, jimZ byl podan
ST11l nebo placebo, byl kmen ST1l dobfe znéSen a
nevyvolaval zZadné nepfiznivé ucinky pfi sledovanych
parametrech, jako byly plynatost, pocet stolic denné a
jejich konzistence, p¥i sledovani bilkovin v krevnim séru
nebylo mozZno pozorovat Zadné zmény, které by ukazovaly na

potencidlni zanétlivou reakci.

Vzorky kmene a placebo byly uloZeny do sackl v
Nestlé Product Technology Center manufacturing facility v
Konolfingenu ve Svycarsku a byly ve zmrazeném stavu
dopraveny do Guatemaly. V kaZdém z 10g s&c¢kl byl uloZen
nosi&, ochuceny c¢okolédou a 0,2 g ST11 (10'° cfu) nebo v
pripadé& placeba 0,2 g praskového mléka. Nosi&, ochuceny
&okoladou obsahoval kakakovy prések, cukr, sojovy
lecithin, wvanilku a skofici. S&cky byly uloZeny pri
teplot& 4 aZ 6 °C do dvou hodin pfed pouZitim. Pfed
pouzitim byly s&Cky rozpustény ve 100 ml vody, dodané

Nestlé a prosté jakéhokoliv bakteridlniho znecisténi.

Podle pouZitého protokolu byl prujem definovan jako
vyskyt t¥i nebo vét3iho poctu kapalnych nebo
netvarovanych stolic v prubéhu 24 hodin. Prijmova epizoda
byla definovéna jako jev, prokazujici prajmové onemocnéni
(troji vyprézdnéni ¥idké stolice v pruabéhu 24 hodin).
Celkové trvéni v hodinédch bylo poéitédno od prvni do treti
zaznamenani stolice a pak aZ do vzniku prvni tvarované
stolice nebo do obdobi 24 hodin bez jakékoliv stolice. V
pripadé ditéte bylo zapotfebi, aby pfed novou priajmovou
epizodou uplynulo 48 hodin od konce predchoziho prijmu. V

pripadé krat3iho obdobi byl prijem povazZovan za
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pokradovani téZe epizody a bylo pak vyhodnoceno celkové
trvédni. Slo napfiklad o dité&, u kterého se vyskytlo vE&tsi
mno?stvi dokumentovanych epizod v priAbéhu pozorovani po
dobu 29 dn@i. Intenzita epizody se urcuje podle celkového
po&tu fidkych stolic. ZavazZnost epizody zahrnuje takeé
pritomnost krve, hlenu nebo hnisu ve stolici, popfipadée
se soucasnymi dald3imi pfiznaky, jako je horecka a
zvraceni. V ptripadé vice neZ 7 stolic za 24 hodin nebo v
pripadé nutnosti intervence v léCebném zafizeni nebo

nemocnici se rovnéZ epizoda povaZuje za zavazinou.

V pfipadé, Ze byla diagnostikovana epizoda
prijmového onemocnéni, byl vzorek prijmové stolice
odebrdn na mikroskopické pozorovani a na péstovéni k
identifikaci patogennich bakterii pfi této epizode.
Vzorek byl sledovan na antigen rotaviru, Giardia a
E. histolytica v pfipadé dysenterie a na bakterialni
pathogeny v&etné Shigella, Salmonella, Aeromonas,

Plesiomonas shigelloides, E. coli a také V. cholerae.

, V priubé&hu sledovani byly odebirdny vzorky také na
sledovéni Zivotaschopnosti mikroorganismu v prubéhu
obdobi podévani. Bylo moZno prokdzat, Ze mikroorganismus
z0stava Zivotaschopny v salcich v prubéhu celé studie,
takZe také na konci celého pokusu bylo moZno po
rekonstituci ve vod& prokazat v sadku 10%°

Zivotaschopnych bunék mikroorganismu.

Studie potvrdily, Ze probioticky mikroorganismus
miZe sniZit vyskyt prijmovych onemocnéni ve srovnani s
kontrolni skupinou, jiZ bylo podéno placebo pfibliZné o
30 %. Av3ak také kontrolni skupina méla niZ3i pocet

prajmovych epizod neZ normédlni populace, které nebyl
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podan ani mikroorganismus ani placebo. To je zcCasti moZno
vysvétlit tim, Ze dé&tem byla poddvidna bohat$i vyZiva a

voda, kterd nebyla znelisté&na bakteriemi. Av3ak vzhledem
k tomu, Ze studie byla provedena pfimo v terénu, je zcela

z¥ejmé, Ze ST1l mhZe snizit vyskyt prijmovych onemocnéni.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY
1. Bakterie mlé&ného kvaseni, ndleZejici k rodu

Lactobacillus, vy znac¢ujici s e t 1 m, Ze
maji schopnost zabranit kolonizaci stfev pathogennimi
bakteriemi, vyvolavajicimi prijmové onemocnéni a zabranit

infekci epithelidlnich st¥evnich bun&k rotaviry.

2. Kmen Lactobacillus podle naroku 1,

vyznadcujici se t im, Ze je schopen
pfilnout ke stfevni sliznici hostitelského organismu a

kolonizovat ji.

3. Kmen Lactobacillﬁs podle naroku 1 nebo 2,

vyznadcujici s e t i m, Ze je schopen ristu

v pritomnosti aZ 0,4 % ZlucCovych soli.
4. Kmen Lactobacillus podle nékterého z narokd 1 az 3,

vyznadcujilci s e t im, Ze se voli ze

skupiny Lactobacillus rhamnosus nebo Lactobacillus

paracaseil.

5. Kmen Lactobacillus podle néroku 4,
vyznadcujici s e t im, Ze jde o
Lacobacillus paracasei.

6. Lactobacillus paracasei podle naroku 5, kterym je
Lactobacillus paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461).

7. Pou¥iti kmene Lactobacillus podle n&kterého z narokil

1 a% 7 pro vyrobu poZivatelného nosice.
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8. Pouziti podle naroku 7, p¥i némZ Jje kmen
Lactobacillus obsaZen v nosidi v mnozstvi 10° az

10*? cfu/g nosice.

9. Pouziti supernatantu nebo kultury kmene
Lactobacillus podle né&kterého z ndroki 1 aZ 6 pro vyrobu

pozZivatelného nosice.

10. PouZiti podle n&kterého z narokt 7 aZz 9, p¥i némZ je
nosidem potravinovy vyrobek ze skupiny mléko, jogurt,
tvaroh, syr, fermentované mléko, fermentované produkty na
bazi mléka, zmrzlina, fermentované produkty na bazi

obilovin, pra3kové mléko nebo kojenecka vyZiva.

11. PouZiti podle né&kterého z nadrokd 7 az 10,
vyznadcujilci s e t 1 m, Ze se nosic¢ uZije
pro lé&eni a/nebo profylaxi poruch, spojenych s prajmovym

onemocnénim.

12. Potravinovy nebo farmaceuticky prostitedek,
vyznadcuijici s e t im Ze obsahuje alespon
jeden kmen Lactobacillus podle nékterého z naroklt 1 az 6

nebo supernatant kultury tohoto kmene.

13. Potravinovy nebo farmaceuticky prostfedek podle
naroku 12, vyznadcujici s e t 1 m, Ze se
voli ze skupiny mléko, jogurt, tvaroh, syr, fermentované
mléko, fermentované produkty na bazi mléka, zmrzlina,
fermentované produkty na bazi obilovin, préSkové mléko
nebo kojeneckd vyZiva, tablety, kapalné bakteridlni
suspenze, su$ené peroradlni dopliiky, vlhké peroralni
dopliiky nebo suché nebo vlhké prostfedky pro vyzivu

sondou. Zastupuje:
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