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Uj Lactobacillus térzsek patogén baktériumok és

rotavirusok okozta hasmenés megeldzésére

KIVONAT

A talalmany targyat képezi Lactobacillus nemzetségbe
tartozd tejsavbaktérium, amely akaddlyozza hasmenést okozd
patogén baktériumok bélcsatornaban torténd kolonizaciojat
és akadalyozza a bél epitélidlis sejtjeinek rotavirussal
torténd fertdzését. A taldlmany targyadt képezi tovdbba a
talalmany szerinti Lactobacillus tdrzs vagy tenyészete fe-
liiluiszd6janak alkalmazasa taplalkozasi segédanyag készitésé-
re, és a segédanyag alkalmazdsa hasmenéssel kapcsolatos
rendellenességek kezelésére és/vagy megelBzésére.

A talalmany szerinti Lactobacillus tdérzs vagy tenyé-
szetének felluluszdéja élelmiszer vagy gybdgyaszati készit-

ményben alkalmazhaté.

Aktaszamunk: 95237-9711/SG
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Uj Lactobacillus tbérzsek patogén baktériumok és

rotavirusok okozta hasmenés megeldzésére

A talalméany téargyadt képezik Lactobacillus nemzetségbe
tartozd, uj mikroorganizmusok, amelyek mind patogén bakté-
riumok, mind rotavirusok okozta hasmenés megeldzésére al-
kalmazhatok. Kozelebbrél, a talalmany targyat képezi a mik-
roorganizmusok alkalmazéasa taplalkozasi segédanyag
(,ingestable support material”) készitésére és az ezeket
tartalmazd készitmények.

Tejsavat f& anyagcseretermékként elBallitéd szerveze-
tek mar régdéta ismertek. Ilyen baktériumok tejben vagy tej-
feldolgozd gyarakban, €16 vagy bomlé novényekben, de allati
vagy emberi bélben is taldlhatdék. Ezek a "tejsavbaktériu-
mok" névvel Osszefoglalhatdé mikroorganizmusok nagyon hete-
rogén csoportot alkotnak, ide tartoznak példaul a
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium,

Pediococcus, stb. nemzetségek.

Aktaszamunk: 95237-9711/SG



A tejsavbaktériumokat fermentdld Aagensekként hasznal-
jak élelmiszer megérzésére, a fermentativ aktivitasuk soran
eldallitott fermentacids termékek alacsony pH-jat és miiko-
dését felhasznalva a romlast okozé baktériumok szaporodasa-
nak gatlasara. A tejsavbaktériumokat emiatt alkalmazzak
sokféle, kulonboz6é élelmiszer, példaul sajt, Jjoghurt és
mas, tejbdl készilt, fermentdlt tejtermék készitésére.

A tejsavbaktériumok mostandban keriiltek az érdeklé&dés
kbzéppontjaba, mivel néhany fajrél kiderilt, hogy emberi
vagy allati fogyasztas esetén értékes tulajdonsagokkal bir-
nak. Konkrétan, Lactobacillus vagy Bifidobacterium nemzet-
ség bizonyos toérzseirdl derilt ki, hogy bélnyalkahartyaban
kolonizacidra képesek, és hozzadjarulnak az ember és az &l-
lat kozérzetének megbrzéséhez.

Ebben a vonatkozasban az EP 0768375 szamu eurbdpai
kozzététell iratban Bifidobacterium nemzetség konkrét tor-
zseit tarjak fel, amelyek a bélfldéradba beilleszkednek és
hozzatapadnak a bélsejtekhez. Ezekré8l a bifidobaktériumok-
rél leirtak, hogy segitik az immunmoduléaciét azaltal, hogy
kompetitiv mdédon kizarjadk a patogén baktériumok tapadasat a
bélsejtekhez, ezaltal segitik az egyed egészségének megdr-
zését.

Az utdébbi néhany évben a tejsavbaktériumok pro-
biotikus agensekként torténd alkalmazasara 6sszpontosult a
kutatas. A probiotikumok élé mikrobidlis készitmények, ame-
lyek eldsegitik az egyed egészségének megérzését a bélben
lévd természetes mikrofldra fenntartdsaval. Egy mikrobidlis

készitményt altalaban abban az esetben tekintiink probioti-
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kumnak, ha annak hatasos mikrobai és a hatas mdédja ismert.
A probiotikumokrdl feltételezik, hogy a bél nyalkahartya-
jdhoz tapadnak, a bélcsatornaban kolonizalnak, és a karos
mikroorganizmusok tapadédsat is akaddalyozzak. Hatasuk fontos
el&feltétele, hogy a bél nyadlkahdrtyajat megfeleld és é16
formaban kell elérniik, és nem szabad ténkremenniiik a gyo-
mor-bélrendszer felsd részében, kiiléndsen a gyomorban ural-
kodd alacsony pH hatéasara.

Ebben a vonatkozasban a WO 97/00078 szamui nemzetkdzi
kozzétételi iratban egy bizonyos, Lactobacillus GG-nek
(ATCC53103) nevezett tdrzsre, mint probiotikumra adnak ki-
tanitast. A mikroorganizmust elénydsen élelmiszer altal ki-
valtott hiperszenzitivitasi reakcidk kezelésére vagy meg-
elézésére alkalmazzak, amely soradn egy egyednek pepszinnel
és/vagy tripszinnel hidrolizalt élelmiszerrel egyiitt ada-
goljak. A kivalasztott Lactobacillus torzsrél azt allitjak,
hogy adheziv és kolonizald tulajdonsdgu és protedz-enzim-
rendszere van, 1gy a beadandé élelmiszerben 1év$ fehérije
tovabb hidrolizalddik a konkrét Lactobacillus torzs &ltal
kivadlasztott proteazok segitségével. A szabadalmi iratban
targyalt eljaras adott esetben a bélcsatornaban olyan fe-
hérje felvételét eredményezi, amely mar nem tartalmazza
allergén anyag lényeges mennyiségét.

Tovabba, az EP 0577903 szaml eurdpal kozzétételi
iratban olyan tejsavbaktérium alkalmazdsdra hivatkoznak,
amely helyettesiteni tudja Heliobacter pylorit, a fekély

kifejldédésének ismert okozdjat, egy olyan készitményben,



amely Heliobacter pylori mikddésével kapcsolatos fekély
gybgyaszati vagy megeldzd kezelésére alkalmazhato.

Egy iddékozben nyilvanossagra jutott dokumentumban, a
W099/29833 szamu nemzetkdzi kodzzétételi iratban egy bizo-
nyos térzset, az LMG P 17806-ot ismertetik, amely harom,
meghatarozott méretd plazmidot hordoz. A térzsrél azt 4&l-
litjéak, hogy megakadalyozza Salmonella typhimurium behato-
lasat bélsejtekbe.

Bizonyos tejsavbaktériumok kedvezdé tulajdonsagainak
ismeretében a technika allasa szerint kivénatosak lennének
tovabbi olyan tejsavbaktérium-térzsek, amelyek jotékonyan
hatnak az ember és/vagy az allat kodzérzetére.

Kovetkezésképpen a taldlmdny szerinti megoldas kidol-
gozasaval célunk volt tovabbi olyan baktériumtdrzsek eldal-
litasa, amelyek az ember és/vagy az allat szamara kedvezd,
uj tulajdonsagokat mutatnak.

Az elbzbekben ismertetett problémat Uj mikroorganiz-
musokkal, nevezetesen Lactobacillus nemzetségbe tartozé
olyan tejsavbaktériumokkal oldjuk meg, amelyek hasmenést
okoz6 patogén baktériumok bélben torténd kolonizacidjat és
a bél epitélialis sejtjeinek rotavirusokkal torténd fertd-
zését meg tudjak akadalyozni. Egy eldényds megvaldsitasi mod
szerint a Lactobacillus torzsek a gazdaszervezet bélnyalka-
hartyajahoz kotddnek és alapvetden kolonizaljak.

Egy tovabbi eldényds megvaldsitasi méd  szerint  a
Lactobacillus tdrzsek epesavas soék akar 0,4%-os koncentra-

cidjanak Jjelenletében 1is képesek szaporodni, 1igy kénnyen
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keresztuljutnak a gyomor-bélrendszeren, és alapvetben akti-
vak maradnak.

Egy tovabbi eldnyds megvaldsitasi méd szerint a tej-
savbaktérium Lactobacillus rhamnosus vagy Lactobacillus
paracasel, elénydsen Lactobacillus paracasei és még eldénysd-
sebben Lactobacillus paracasei CNCM I-2116.

A talalmany szerinti mikroorganizmusoknak t&bbek ko&-
z0tt a kovetkezd tulajdonsdgokkal Jellemezhet8k: Gram-
pozitivak, katalaz negativak, amméniaképzés argininbél ne-
gativ, CO:-termelés negativ. L(+)-Tejsavat termelnek, epe-
savas soOk akar O0,4%-os koncentracidéjanak jelenlétében is
képesek szaporodni és alapvetden gatoljak epitélialis sej—
tek rotavirusokkal torténd fertSzését.

Az Uj mikroorganizmusok sokféle taplalék-segédanyag
készitésére alkalmazhatdk, példaul tej, joghurt, aludttej,
fermentalt tejek, tejalapu fermentalt termékek, fermentalt,
gabonaalapu termékek, tejalapl porok, csecsemd8k szamara
torténd kiszerelések készitésére, és a segédanyagban k&riil-
beliil 10° CFU/g mennyiségtél kériilbelul 101! CFU/g mennyi-
ségben lehetnek. A talalményi leirds szerint a CFU rovidi-
tés a "koldniaképzd egység ("colony forming unit")" kifeje-
zést Jelenti, amelyet a baktériumsejtek szamanak agar-
lemezeken torténd mikrobioldégiai szémolasaval hatarozunk
meg.

A talalmany targyat képezi az olyan élelmiszer vagy
gybgyaszati készitmény, amely legaldbb egy, az eléz8ekben
ismertetett tulajdonsagokkal biré Lactobacillus tdrzset

tartalmaz.
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A taldlmény szerinti élelmiszerkészitmény eldallita-
sanal legaléadbb egy, talalmany szerinti Lactobacillus tor-
zset visziink be egy megfeleld segédanyagba, koéritlbeliil 10°
CFU/g mennyiségtél korilbelul 10'' CFU/g mennyiségiqg, elé-
nydsen korilbelil 10° CFU/g mennyiségtél k&rilbelul 10
CFU/g mennyiségig, eldnydsebben koéritlbeliil 107 CFU/g
mennyiségtél korilbelil 107 CFU/g mennyiségig.

Gyodgyaszati készitmény esetében a termék tabletta,
folyékony baktériumszuszpenzid, szaritott, oralisan beadha-
td kiegészitd, nedves oralisan beadhatd kiegészitd, szaraz
tubusos téplalék vagy nedves tubusos taplalék formajaban
késziilhet, és a bevitt Lactobacillus tdrzsek mennyisége el-
érheti egészen a korilbelil 10" CFU/g mennyiséget, eldnys-
sen k&riilbeliil 10’ CFU/g mennyiségt8l kériilbeliil 10! CFU/g
mennyiségig terjedhet, eld&nybdsebben kérilbeliil 10’ CFU/g
mennyiségtsl korilbeliil 10" CFU/g mennyiségig terjed.

Az 1j mikroorganizmusok aktivitdsa az egyed bélcsa-
torndjéban természetesen dobzisfilggdé. Ez azt jelenti, hogy
minél tébb Uj mikroorganizmus jut be az eldzdek szerinti
élelmiszer vagy gyodgyaszati készitmény felvételével, annal
nagyobb a mikroorganizmusok védsé és/vagy gydgyitd aktivita-
sa. Mivel az Uj mikroorganizmusok emberekre és 4llatokra
nem karosak, és adott esetben csecsemd székletébdl izolal-
haték, nagy mennyiség vihetd$ be beld&lik, igy lényegében az
egyed bélcsatornajanak nagy része kolonizalhatd az uj mik-

roorganizmusokkal.
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A koévetkezdkben az abrékat ismertetjik.

Az 1. abran baktériumtorzsek rotavirussal szembeni
védShatasanak kiértékelésére, sejttenyészetben végzett szii-
révizsgdlat vazlatat mutatjuk be.

A 2. abran L. casei CNCM I-2116 tdrzs (jeldlése ST11)
savasitasat mutatjuk be kilénbszd tapksdzegekben.

A 3. abran L. casei ST1l torzs tulélési aranyat mu-
tatjuk be 10°C-on, 30 napon keresztiil mérve.

A 4. abran IL-12- és IL-10-mRNS mintazatat mutatijuk
be egéreredetd, csontveldbdl szarmazd, adherens sejtekben a
sejteknek ST11 sorozathigitasaval torténd inkubacidja utan.

Az 5. abran Th2-differentacidé eredményét mutatjuk be,
amely csokkent IL-4-termelddést eredményez.

A 6. abran sejtkultira-kisérlet eredményeit mutatjuk
be, amelyben tenyésztett STll-sejteket alkalmaztunk patogén
E. coli baktériumok epitélialis sejtekhez torténdé tapadasa-
nak gatlasi vizsgalatara.

A 7. abran sejtkultura-kisérlet eredményeit mutatjuk
be, amelyben STll-tenyészet feliluszéjat alkalmaztuk
patogén E. coli baktériumok epitélialis sejtekhez torténs
tapadasanak gatléasi vizsgalatara.

A 8. abran sejtkultura-kisérlet eredményeit mutatjuk
be, amelyben tenyésztett STll-sejteket alkalmaztunk
Salmonella typhimurium epitélidlis sejtekbe tdrténd behato-

lasanak gatlasi vizsgalatara.
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A 9. abran sejtkultura-kisérlet eredményeit mutatjuk
be, amelyben STll-tenyészet feliluszdjat alkalmaztuk
Salmonella typhimurium epitélidlis sejtekbe todrténd behato-

lasanak gatléasi vizsgalatara.

A taladlmanyi gondolathoz széleskord vizsgalatok alap-
jan jutottunk, amely soran csecsemdék székletét vizsgaltuk
és nagyszamu, kilénbsz8d baktériumtdrzset izolaltunk beld-
lik. Ezeknek a tdrzseknek azutan megvizsgaltuk azon képes-
ségét, hogy akadalyozzak epitélidlis sejtek rotavirusokkal
és hasmenést okozd patogén baktériumokkal todrténd fertdzé-
sét.

Szamos baktériumnemzetséqg, tobbek kozott
Lactobacillus, Lactococcus és Streptococcus nemzetséqg gatld
tulajdonsagait vizsgaltuk. A gatldsi vizsgalatokat az érin-
tett egyedben hasmenést okozd patogén mikroorganizmusok
képviselSjeként lényegében harom, emberekben a viruseredetu
hasmenés f& etioldgiai koérokozdjat képviseld rotavirus-
szerotipussal (Gl-, G3- és G4-szerotipusokkal), patogén E.
colival és Salmonella typhimuriummal végeztiik.

A kUlonbozd tejsavbaktériumokat alkalmas tapkozege-
ken, példaul MRS-en, Hugo-Jago- vagy Ml7-tapkdzegeken sza-
poritottuk kérilbelil 30°C és 40°C kozott, az optimalis
szaporodasi hdémérsékletiiknek megfelelden. A stacioner sza-
porodasi fazis elérése utdn a Dbaktériumokat centri-
fugaléassal Osszegyldjtottik és fizioldgids sbdoldatban szusz-
pendaltuk. A vizsgalatok kozott a baktériumsejteket fa-

gyasztva taroltuk (-20°C).
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Rotavirus-vizsgalatok

A kuldnb6z8 rotavirus-torzseket egybefliggé, egyrétegi
sejtek fertdzésével készitettik. A rotavirusokat a fertdzés
elétt inkubdltuk. A sejteket 20 szovettenyészet fertbz8 do-
zissal fertdztiuk. A rotavirusellenes tulajdonsdg kiértéke-
lésére két kulonb&zd mddszert alkalmaztunk. Az egyik mod-
szer szerint a kilonb6zd& baktériumtdrzseknek a rotavirussal
torténd kozvetlen kdélcsénhatdsba lépését vizsgéltuk, mig a
masik moédszer szerint a baktériumoknak a sejtes rotavirus-
receptorokkal torténd kapcsolatba lépését vizsgaltuk. Az
elsé mdbdszer szerint a baktériumszuszpenzidk mindegyikét
kulénb6z6 rotavirus-tdrzzsel hozzuk kapcsolatba és megfele-
16 tapkézegben inkubaljuk. Ezt kovetden a virus-baktérium
keveréket egyrétegl, HT-29 jelq, differencidlatlan, human,
vastagbél-adenomasejtekhez adtuk. Ezutan kiértékeltiik a
virusreplikacidét. A masik mdédszer szerint a baktérium-
szuszpenzidkat elészor egyrétegl, HT-29 jell, differencia-
latlan, huméan, vastagbél-adenomasejtekkel inkubaltuk és
csak ezutan adtuk hozza a virust. A tovabb folytatott inku-
bacidé sordn kiértékeltiik a virusreplikaciét. A rotavirus
replikacidja a fertdzott sejtekben a rotavirus-fehérjeék
hisztoimmunoldgiai festésével konnyen kiértékelhetd. Az
adott baktérium akkor mutat a rotavirussal szemben gatléd
hatast, ha a fertézott sejtek szama 90%-kal csdkkent a
rotavirussal és a szdéban forgd baktériummal beoltott sejt-

tenyészetben a csak rotavirussal oltott tenyészetekhez ké-

pest.



Az elbszOr izolalt, Osszesen 260 kiilénbodzd baktérium-
torzs koézul csupan 9 gatolta alapvetden a rotavirus-
replikacidét. A kiloénboz8 baktériumokrdl bebizonyosodott,
hogy Lactobacillus nemzetség rhamnosus vagy paracasei alfa-
jdba tartoznak. Az egyik, Lactobacillus casei STll-nek je-
16lt torzs, amelyet a Budapesti Egyezmény értelmében NCC
2461 (I-2116) letéti szamon letétbe helyeztiink, kiiléndsen
hatékonynak bizonyult humédn sejtek rotavirussal tdrténd
fertézésének megeldzésében. Ez a bizonyos tédrzs ezen kiviil
kedvezd szaporodasi tulajdonsagokkal is rendelkezik, ame-
lyet a kulonb6z6 tapkdzegekben mutatott savasitas jellemez.
A tdérzs a korilbelil 10°C-os alacsony hémérsékleteken tor-
tené tarolas alatti tulélési ardny tekintetében is joénak
bizonyult, amely eldnyds jeldltté teszi hiitészekrényben ta-
rolandd élelmiszeranyagokbalvagy gydégyaszati készitményekbe
torténé beépitésre.

Patogén baktériumokkal szembeni vizsgalatok:

Az antibakteridlis tulajdonsagok kiértékelésére a ko-
vetkezd megkdozelitési médokat valasztottuk. Az egyik mod-
szer szerint a talélméany szerinti, tenyésztett
Lactobacillus torzsek azon képességét vizsgaltuk, hogy aka-
dalyozzak hasmenést okozd, patogén baktériumok tapadasat a
bélsejtekhez és behatolasukat a bélsejtekbe. Ennek érdeké-
ben a bélsejteket kapcsolatba hoztuk a patogén baktériumok-
kal és a talalmany szerinti, tenyésztett Lactobacillus tdr-
zsekkel, és kiértékeltik a tapadds és a behatoléas aranyat.
Eqy masik modszer Szerint a talalmany szerinti

Lactobacillus torzsek sejttenyészetének felliluszéjat adtuk
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a patogén mikroorganizmusokkal egyiitt a bélsejtekhez és ki-
értékeltilk a tapadas vagy a behatolds aranyat. A kisérletek
soran kimutathatdé volt, hogy a tenyésztett Lactobacillusok
és a felluluszé beélsejteknél kilonosen hatékonynak bizonyult
mind a tapadas, mind a behatolds akadalyozaséaban, amely
jelzi, hogy valdszinlleg az Uj mikroorganizmusok altal ki-
valasztott anyagcseretermékek feleld8sek a hasmenésellenes
aktivitasért patogén baktériumok esetében.

Az eldbz8ekben ismertetett eredményeken kiviil kimutat-
haté volt, hogy a talalmany szerinti toérzsek antiallergén
tulajdonsaguak is, amennyiben a torzsek szerepet jatszanak
kiilonbozé, immunolodgiai kozvetitdk szintézisében.

Altalénosan elismert tény, hogy a humoralis immun-
valaszokat és az allergias reakcidkat a 2-tipusu fenotipusu
CD4" T-sejtek (Th2) kozvetitik. A Th2-sejtek interleukin-4
(IL-4), az IgE - az allergias reakcidkban szerepet jatszo,
f6 ellenanyagosztaly - szekrécidjahoz sziikséges citokin ma-
gas szintd termelddésével jéllemezheték.

A ThZ-sejtek differenciacidjat gatolja az IFN-y, egy
olyan citokin, amelyet a CD4' T-sejtek (a Th2-sejtekkel)
kolcsondosen kizardlagos Thl-alosztalya 4&allit elSé. A Thl-
sejteket viszont hatékonyan induk&dlja az interleukin-12
(IL-12). Ezzel szemben az IL-10-rd8l, egy masik citokinrél
kimutattak, hogy erds gatld hatast gyakorol Thl-sejtek sza-
porodasara, és ezaltal valészinlileg szerepet Jjatszik az

immunszuppressziv mechanizmusokban.
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Osszefoglalva, mind az IL-12, mind az IL-10 erdsen
befolydsolja a CD4" T-sejtek fejl&dését a Thl-alosztaly
fejlddésének Dbefolyasolasaval. Az IL-12 kulcsfontossagu
szabalyozé citokin a Thl-differentédcié indukalasahoz, és
igy gatolja a Th2-valaszok kivaltasdt. A Th2-sejtek gatla-
sanak egy fontos utvonala tehat az IL-12 szintézisének sti-
mulalasa jarulékos sejtekkel.

Jo6l ismert, hogy Gram-negativ baktériumok bizonyos
komponensei, peéldaul az LPS IL-12 magas szintjét eredménye-
zik adherens sejtekben, példaul makrofagokban és dendrites
sejtekben. Kovetkezésképpen azt tapasztaltuk, hogy Gram-
negativ baktériumok a CD4" T-sejtek differentaciéjat erdsen
eltoljak a Thl-fenotipus feié.

A talalmany szerinti Lactobacillus torzsek egy példa-
jaként az STll-mikroorganizmusnal vizsgadltuk, hogy szerepet
jatszik-e a CD4" T-sejtek differentaciéjanak szabalyozasa-
ban részt vevd citokinek indukciéjdban. Konkrétan, az STI11
hatasat vizsgadltuk a Th2-differentacidén keresztiilmend cCD4"
T-sejtek fenotipusara.

Ebben a vonatkozasban 4 masik Lactobacillus térzzsel
és egy kontroll, Gram-negativ baktériummal (E. coli K12)
hasonlitottuk o¢&ssze az STll-nek azt a képességét, hogy
csontveldbdl szarmazd, egéreredetl adherens sejtekben ezt a
két szabalyozd citokint kédold mRNS szintézisét indukalja.
Az mRNS-t félkvantitativ RT-PCR-rel mértik a sejteknek
10'°10" CFU/ml baktérium sorozathigitéasaival 6 6radn keresz-

til torténd inkubacidjat kovetden.
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Habar valamennyi Lactobacillus térzs indukalja IL-12-
mRNS transzkripcidjat bizonyos mértékben, az ST11l bizonyult
a legerdsebb indukalészernek, mivel a legerdsebb PCR-jelet
lehetett kimutatni, még a legalacsonyabb baktériumddzis
esetében 1is. Gyakorlatilag az STll-nek az IL-12-mRNS
transzkripcidéjat indukald képessége ugyanolyan erds, mint
E. coli-é. Az IL-10-mRNS'  indukcidéja 4&ltaladban gyengébb
volt, mint az IL-12-mRNS-é, mivel csak magasabb baktérium-
dbézisoknal lehetett jelet kimutatni. Az ST11 tehat a leg-
erdsebb IL-10-mRNS indukalészer, 0sszehasonlitva més
Lactobacillusszal és az E.coli kontrollal.

Az ST1l1 feltehetéleg hatékony a CD4" T-sejt-
differentacidban szerepet jatszdé immunregulatoros citokinek
indukalasaban. Az IL-12-t hatékonyan induka&ld képessége
Th2-valaszok gatlasanak lehetséges jeloltjévé teszi, és
IL-10 kimutathatdé indukcidja akadalyozhatja a gyulladasos
folyamatokat.

Az eldzbekben ismertetett eredményeken kiviil azt is
meghataroztuk, hogy az ST1ll gatldé hatast gyakorol-e Th2-
differentacién keresztiilmend CD4* T-sejtekre és pozitiv ha-
tasa van-e a Thl-mikodésekre. J61 kidolgozott sejtdifferen-
tacidés tenyészetet alkalmaztunk, ahol a prekurzor CD4' T-
sejteket poliklonalisan aktivaltuk, és ugy alakitottuk,
hogy a tapkodzegben biztositott kostimulus tipusatoéol fiiggden
akar Thl-, akar Th2-differentaciédn menjenek keresztiil. A
Thl/Th2-differentacidt 7 napos elsdédleges tenyészetben in-
dukaltuk, miutadn a sejteket 2 napon keresztiil ujra stimu-

laltuk egy masodlagos tenyészetben, amely csak a tapkézeget
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tartalmazta, és a specifikus fenotipus (Thl vagy Th2) ki-
alakulasat a feluluszoba kivalasztott citokinek tipusaval
(IFN-y vagy IL-4) mértik.

Altalédnosan ismert, hogy BALB/c hatterd egerekbdl
szarmazé prekurzor CD4° T-sejtek semleges koriulmények ko-
z0tt torténd aktivacid utan (csak a tapkdzeg az elsddleges
tenyészetben) elsbédlegesen predomindns Th2-fenotipussa dif-
ferencialdédnak (magas IL-4, alacsony IFN-y a masodlagos te-
nyészet felluluszdéjaban). Ez a fenotipus teljes mértékben
Thl-mintava alakulhat (magas IFN-y, alacsony IL-4) az el-
sédleges tenyészetben az IL-4-hez gatld monoklonalis ellen-
anyag hozzaadasa utan.

Az ST11l Th2-gatlasban betsltstt lehetséges szerepének
vizsgalata érdekében BALB/c-egerekbdl szarmazd, prekurzor
CD4" T-sejteket aktivaltunk csontveld eredetii adherens sej-
tek, mint jarulékos sejtek jelenlétében az elsddleges te-
nyészetben. Ezeket a sejteket egylitt tenyésztettiik akar
csak a tapkozegben, akar 1 mg/ml LPS, vagy 10° CFU/ml ST11
vagy 10° CFU/ml ma&s Lactobacillus jelenlétében. Ezutan a
sejteket mostuk és a CD4" T-sejteket még egyszer tisztitot-
tuk, majd a masodlagos tenyészetben csak tapkdzeggel ujra
stimulaltuk. A differencidlt CD4' T-sejtek &ltal termelt
citokineket 2 nap mulva mértik. Amint vartuk, azok a sej-
tek, amelyek csak a tépkdzeg jelenlétében differencialdd-
tak, dominans Th2-fenotipust mutattak. ST11 hozzaadasa az
elsbddleges tenyészetekhez erdsen befolyasolta a Th2-
differentdcidé kimenetelét, mivel nyolcadrészére csdkkentet-

te az IL-4 termelddését. Ez a gatlas hasonlé nagysagrendd,
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mint amely az LPS Jjelenlétében differencidlédott sejtekbdsl
szarmaz6 tenyészeteknél megfigyelhetd. Ezzel szemben a ma-
sik Lactobacillus tOrzsnek nem volt kimutathaté hatasa az
IL-4-szintre. Erdekes médon az IFN-y-szint nem névekedett
STll-nek az els&dleges teﬁyészetekhez térténd hozzéaadéasa
soran.

Osszefoglalva, ST11 specifikusan gatolta a Th2-
differencidcién keresztiilmend CD4' T-sejtek IL-4 termelé-
sét, de szignifikansan nem névelte az IFN-y szekrécidét. Az
a tény, hogy STll nem noveli az IFN-y-termelddést valdszi-
niileg annak a képességének tulajdonithatéd, hogy az IL-10-et
indukédlja, aminek az a kdvetkezménye, hogy anti-Th2-aktivi-
tdsa ellenére alacsony gyulladasos hatast fejt ki.

Kovetkezésképpen kimutathaté, hogy az ST1l1 olyan
Lactobacillus toérzs, amelynek jé az anti-Th2-profilija,
amely kivald lehetdséget nyujt antiallergén, probiotikus
aktivitdsu baktériumként toérténd alkalmazasara.

A talalmanyt a példak segitségével irjuk le.

Tapkozegek és oldatok:

MRS (Difco)

Hugo-Jago [tryptone 30 g/1 (Difco), élesztdkivonat 10
g/l (Difco), laktéz 5 g/l (Difco), kdlium-dihidrogénfoszfat
5 g/1, huskivonat (Beef extract) 2 g/l (Difco), agar 2 g/1
(Difco) ]

M17 (Difco)

M199 (Seromed)

Ringer-oldat (Oxoid)
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PBS (natrium-klorid 8 g/l1, k&lium-klorid 0,2 g/1,
dinadtrium-hidrogénfoszfat 1,15 g/l, kalium~-dihidrogén-
foszfat 0,2 g/1)

Tryptose-foszfat-tapleves (Flow)

Tripszin-EDTA-oldat (Seromed)

A humdn rotavirus WA (Gl-szerotipus) és Simian
rotavirus SA-11 (G3-szerotipus) torzseket P. A. Offittédl
kaptuk, Gyermekkérhaz, Philadelphia, USA. A DS-1xRRV ujra-
valogatd (,reassortant”) virust A. Kapikiantél kaptuk, NTH
Bethesda, USA. A 4-es szerotipusu, humdn Hochi rotavirust
P. Bachmanntél kaptuk, Mincheni Egyetem, Németorszag. Az E.
coli DAEC C 1845 torzset Washington Egyetemt8l kaptuk,
Seattle és az E. coli JPN15 torzset Maryland Egyetem, USA,
Vakcinafejlesztési kdzpontjatol kaptuk. A Salmonella
typhimurium SL1344 torzset Stanford Egyetem, CA, USA Mikro-
bioldgiai osztalyatdl szereztiik.

1. példa

Tejsavbaktériumok izolalasa csecsemdk székletébdl

Tizenhat egészséges, 15-27 napos csecsemd pelenkaja-
bol friss székletet gyGjtottink. A friss széklet 1 grammjat
a laboratériumba torténd atvitelhez anaerob korilmények ko-
zé helyeztik, és a mikrobioldgiai vizsgdlatokat a mintazas-
té6l szamitott 2 6ran beliul végeztik el Ringer-oldatban todr-
ténd sorozathigitasokkal és szelektiv tapkdzegekre torténd
teritéssel. A tejsavbaktériumok izolalasara antibiotikumok-
kal (foszfomicin 80 pg/ml, szulfametoxazol 93 pug/ml,
trimetoprim 5 pg/ml) kiegészitett MRS-agart inkubdltunk

37°C-on 48 o6ran keresztil. Véletlenszerlien telepeket szed-
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tink le és tisztitottunk. A fizioldgial és genetikai jel-
lemzést az izolatumokon végeztik.
2. példa

A torzsek rotavirusellenes aktivitdsadnak vizsgédlata

sejttenyészetben

Szamos baktériumnemzetséget, példaul Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus nemzetségeket valasztottuk ki és
sejttenyészetben végzett gatlasi teszttel kerestiik azon
képvisel&iket, amelyek rotavirusellenes aktivitast mutat-
nak. A Lactococcus nemzetséget egyetlen faj képviselte két
alfajjal (Lc. lactis subsp. lactis és cremoris). (Osszesen
30 tdrzset vizsgaltunk. A Streptococcus nemzetséget egyet-
len faj képviselte (S. thermophilus) 45 to6rzzsel. A
Leuconostoc és Propionibacterium nemzetségeket csak egyet-
len faj képviselte (6 torzs), mig az Enterococcus és
Staphylococcus nemzetségeket két-két faj képviselte Ossze-
sen 17 torzzsel.

Osszesen 260 baktériumtdrzs rotavirusellenes aktivi-
tasat vizsgaltuk.

1. szamu mdédszer

Baktériumszuszpenzié 30 pl-ét (atlagosan 3 x 10° bak-
tériumot tartalmaz) O&sszekevertik 70 pl, 10% tryptose-
foszfat-taplevessel (Flow) és 5% tripszin-EDTA-oldattal
(Seromed) (HT-29-sejtek esetében 1:4 aranyban higitva) ki-
egészitett M199-tapkozeggel és 100 pl, kiegészitett M199-
tapkozegben 1évé virussal. A virus-baktérium-keveréket 1
6ran keresztiil 4°C-on és 1 o6ran keresztiil 37°C-on inkubal-

tuk. A 96-1lyuki mikrotiterlemezeken egybefiiggd, egyrétegui
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sejtek formadjadban szaporodott, HT-29 jeld, humén, differen-
cidlatlan, vastagbél-adenomasejteket haromszor mostuk fosz-
fattal pufferelt sbdoldattal (PBS, pH 7,2). A virus-
baktérium-keveréket hozzdadtuk a sejtekhez, és a mikro-
titerlemezeket 18 &éran keresztiil inkubdltuk szén-dioxid-
inkubadtorban (Heraeus). A virusreplikdcidét a kovetkezdkben
ismertetettek szerint értékeltik.

2. szamu mbédszer

Baktériumszuszpenzidé 30 pl-ét (lasd fent) Osszekever-
tik 70 pnl, 10% tryptose-foszfat-téplevessel (Flow) és 5%
tripszin-EDTA-oldattal (Seromed) (HT-29-sejtek esetében 1:4
aranyban higitva) kiegészitett M199-tapkdzeggel és kdzvet-
lentil a mikrotiterlemezeken 1lévd sejtekhez adtuk. Egy 6éran
keresztil 37°C-on torténd inkubacidét kovetden 100 pl, ki-
egészitett M199-tapkdzegben 1évs virust adtunk a
mikrotiterlemezeken 1évé sejtekhez. Az inkubacidt 18 bran
keresztil folytattuk szén-dioxid-inkub&torban (Heraeus). A
virusreplikacidét a kovetkezb8kben ismertetettek szerint ér-
tékeltik.

A rotavirus-replikacidt a kovetkezdkben ismertetett
médszer szerint, a fertdzott sejtekben a rotavirus-fehérjék
hisztoimmunoldgiali festésével értékeltiik.

A fertézést kovetd napon a sejttenyészet téaptalajat
ledntottiik a mikrotiterlemezekrél, a sejteket abszolut eta-
nollal rogzitettiik 10 percen keresztil. Az etanolt ledntot-
tik, és a lemezeket haromszor mostuk PBS-pufferrel. Ezutéan
50 pnl, PBS-ben 1:2000 aranyban higitott, nyulban termelt,

rotavirus elleni szérumot (elsédsorban VP6-fehérjével szem-
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ben) (ISREC Egyetemtd&l kaptuk, Lausanne) adtunk a lyukakba,
és 1 o6ran keresztil inkubaltuk 37°C-on, lefedve, hogy meg-
akadalyozzuk a lyukak kiszédradasadt. Az antiszérumot ezutéan
ledntottik, a lemezeket hadromszor mostuk PBS-sel. Ezutan 50
il, kecskében termelt, peroxidazzal kapcsolt, PBS-ben 1:500
aranyban higitott, nyul elleni immunglobulin-G antiszérumot
(GAR-IgG-PO, Nordic) adtunk a 1lyukakhoz, és a lemezeket 1
6ran keresztil 37°C-on inkubdltuk. A szérumot ledntdttiik és
a lemezeket még haromszor mostuk PBS-sel. Ezutédn a koévetke-
z8 szubsztratkeverékbsl 100 pl-t adtunk a lyukakba: 10 ml
0,05 M Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml hidrogén-peroxid (30%
Suprapur, vizben 1:600 aranyban higitva, Merck) és 200 ul
3-amino-9-etilkarbazol (0,1 g/10 ml etanol 200 pl-es ada-
gokban tarolva -80°C-on, Sigma A-5754). A lemezeket lega-
ldbb 30 percen keresztil inkubdljuk szobahémérsékleten. A
szubsztratot leontottik, a reakcidt 200 ul viz hozzdadasa-
val &allitottuk le. A fertézott sejtcsoportokat inverz mik-
roszkoéppal szamoltuk meg (Diavert, Leitz).

Csak nagyon kevés olyan baktériumtorzset talédltunk,
amely rotavirusokkal kapcsolatba lépett. Az eldszdr kiva-
lasztott 260 Dbaktériumsejt koézil csupdn 9 gatolta a
rotavirus replikacidéjat legalédbb az egyik mdédszer szerint.
Lactobacillus paracasei NCC 2461 (ST11l) kulondsen erds ak-
tivitast mutatott 1l-szerotipusu rotavirus, 3-szerotipusu

rotavirus SA-11 és 4-szerotipusu Hochi rotavirussal szem-

ben.



3. példa

Caco-2-sejtek tenyésztése

A (patogén) baktériumok gatlasi vizsgalataihoz Caco-
2-sejtvonalat alkalmaztunk a bélcsatorna modelljeként. Ez a
sejtvonal bélsejtekre jellemz$ vondsokat mutat, példaul po-
larizacid, bélcsatornaenzimek expresszidja, bizonyos szer-
kezeti polipeptidek termelddése, stb.

A sejteket harom kilénboz8 hordozdén szaporitottuk,
nevezetesen miianyag csészékben (25 cm®, Corning) a szaporo-
dashoz, zsirtalanitott és sterilizdlt 6-lyuku iiveglemezeken
(22 x 22 mm, Corning) a tapadédsi teszthez, és 24-1lyuku
iveglemezeken (Corning) a gatladsi tesztekhez.

A tenyészet masodik napja utdn a téapkdzeget (DMEM)
naponta cseréltik. Hasznalat el&tt a tépkdzeget 100 U/ml
penicillin/sztreptomicinnel, 1 pg/ml amfoterinnel és 56°C-
on 30 percen keresztiil inaktivalt, 20% FCS-sel egészitettiik
ki. A tenyésztést 37°C-on végeztilk 90% levegdt és 10% szén-
dioxidot tartalmazd légkorben. A sejteket hatnaponként
szétosztottuk. A sejteket a lyukak falarél 0,25% tripszint
és 3 mM EDTA-t tartalmazé PBS-ben, pH 7,2 végzett kezelés-
sel valasztottuk le. A tripszin hatdsdnak kézémbdsitéséhez
azonos mennyiségd FCS-t adtunk az igy nyert sejt-
szuszpenzidhoz, a keveréket centrifugdltuk (10 perc 1000
rpm), és az lledéket Ujra tenyészetbe helyeztiik. Kériilbeliil
3,5 x 10° sejtet Uj tenyésztSedénybe vittiink at és addig
szaporitottuk, amig egybefliggd, egyrétegd sejteket nem kap-

tunk.
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4. példa

Baktériumok tenyésztése

ST11:

A baktériumtorzset -20°C-on 15% glicerint tartalmazd
MRS-tapkozegben taroltuk. A tdrzset anaerob kérilmények ko-
zd6tt szaporitottuk MRS-ben és a gatlasi vizsgdlatokra toér-
ténd felhasznalas eldtt 24 6ras iddékozokben kétszer uj tap-
kézegbe vittik at. A vizsgalatokhoz 2 x 10? CFU/ml sejtkon-
centracidt alkalmaztunk.

A feliluszdot 1 6ran keresztiil 20000 rpm fordulatszam-
mal torténd centrifugalassal gyljtottik Ossze, és az igy
nyert feliiluszdban ellendriztik a baktérium jelenlétét.

E. coli

Két E. coli torzset alkalmaztunk: E. coli DAEC C 1845
("Diffuse Adhesion E. colIi") és E. coli JPN15 (EPEC,
Entero-Pathogenic E. coli).

A felolvasztas utani elsé atoltast CFA-Miiller-Hinton
agarra végeztik, amely alkalmas a baktérium &altal termelt
adhézids faktorok expresszidjara.

Mindegyik kisérlet eldtt a baktériumsejteket 37°C-on
inkubaltuk uj tapkdzegbe torténd atvitellel, amelyet két-
szer végeztiunk 24-24 bra elteltével. Mivel a JPN15
ampicillin-rezisztenciagént tartalmaz, ezt az antibiotiku-
mot alkalmaztuk szelekciéra'a szaporitds alatt.

Salmonella

A kisérletekhez Salmonella typhimurium SL1344 tdrzset
alkalmaztuk, amelyet felhasznalas eld&tt LB-tapkdzegben sza-

poritottunk.
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5. példa

E. coll gatlasi vizsgalat

A masodik, 0uj tapkodzegre torténd &atoltads utédn a
patogén baktériumtdrzseket radioizotéppal jeloltik 10
puCi/ml aktivitasu cl''-ecetsav LB-tapkozegben torténd alkal-
mazasaval. A torzset 18 éfén keresztil 37°C-on inkubdaltuk
ebben a tapkdzegben.

A baktériumszuszpenzidt ezutén centrifugaltuk (1041
g, 15 perc), hogy a feluluszédbdl eltavolitsuk a maradék
Cl''-ecetsavat. Az iiledéket PBS-ben szuszpendaltuk és mos-
tuk, majd a sejteket koriilbeliil 10" sejt/ml koncentracidban
szuszpendaltuk 1% steril mannézban. A manndzrdl ismert,
hogy gatolja a nem specifikus tapadéast.

A kiloénbozd patogén baktériumtoérzseket (E. coli) 3
6ran keresztil kapcsolatba hoztuk Caco-2 egy rétegben 1évé
sejtjeivel (37°C, 10% CO-, 90% levegd). Ugyanezen kisérle-
teket a feluluszd alkalmazasaval 1is elvégeztik (amelyet
20000 rpm-mel 40 percen keresztil torténd centrifugalassal
nyertink) .

Kontrollként a patogén baktériumokat Caco-2 egy ré-
tegben 1évé sejtjeivel STll-nek vagy a tenyészet feliiluszé-
janak hozzaadasa nélkil hoztuk kapcsolatba.

A té&pkozeget 3 o6ras inkubdcid utan kicseréltik, és az
egyrétegli sejteket PBS-sel haromszor mostuk. Mindegyik mo-
sasi 1lépés alkalmaval a PBS oldatot 20-szor megkevertiuk a
nem specifikus tapadas lényegében teljes kikliszobdlése ér-
dekében. A sejteket ezutdn 1 ml natrium-karbonadt hozzaada-

saval és 37°C-on 40 percig torténd inkubalassal lizaltuk.
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Homogenizalas utan egy kis részt (250 pl) 5 ml szcintilla-
cids folyadékban higitottunk (Hionic-Fluor Packard) és sza-
moltunk (Packard 2000). A patogén sejteknek Caco-2-
sejtekhez tapadt szazalékat a kontrollal szemben szamoltuk,
amelyet 100%-nak vettink (tapadas, vagy behatolds az 5.
példéban) .

6. példa

GAtlasi vizsgalat Salmonelldra

A Salmonella olyan baktérium, amely behatol az
epitéliumsejtekbe és szaporbdik bennik. Az ST11 gatld akti-
vitadsanak meghatdrozasa érdekében Salmonella typhimurium
SL1344 torzset inkubaltuk az elézbekben ismertetettek sze-
rint !'C-ecetsavat tartalmaz6 tapkdzegben, és az 5. példa
szerinti kisérletet végeztik el.

Az inkubacidét kovetden a Caco-2-sejteket PBS-sel mos-
tuk, hogy a nem tapadt sejteket eltavolitsuk. Ezt koévetden
gentamicint (20 pg/ml) tartalmazd tapkdzeget adtunk hozza,
és az inkubacidét 1 oéran keresztiil 37°C-on folytattuk. A
gentamicin antibiotikum nem hatol be a bélsejtekbe, ezért
minden extracelluléaris mikroorganizmus elpusztul, mig a
bélsejtekbe behatolt Salmonella életben marad. A sejteknek
kétszer PBS-sel torténd mosasa utan a sejteket steril desz-
tillalt viz hozzéadasaval 1lizaltuk, és a radiocaktivitast a
4. példaban ismertetettek szerint mértik.

Az 5. és 6. kisérlet eredményeit a 6-9. &abrakon mu-
tatjuk be. Lathatd, hogy a tenyésztett STll-sejtek és a te-

nyészet feluluszdja kilondsen hatékony a hasmenést okozéd
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patogén mikroorganizmusoknak a bélsejtekhez t&érténd tapada-
sanak és behatoléaséanak akadalyozaséaban.
7. példa

ST11 tulajdonsagai

Az STll-et a gyomortartalmat utanzéd keverékben
inkubaltuk. A gyomorkeverék utanzatat pepszinnek (3 g/1)
steril sbéoldatban torténd szuszpendilasaval (0, 5%
suly/térfogat) készitettiik, a pH-t 2,0-ra, illetve 3,0-ra
allitottuk koncentralt sésavval. Az STll-et az eldz8ekben
ismertetett tapkozegeken szaporitottuk kiilénbdzd mennyisé-
gekben, és meghataroztuk a mikroorganizmusok rezisztencia-
jat.

Az eredményeket az I. téblazatban foglaljuk Ossze.

I. téblazat

pH CFU/ml a | CFU/ml az | CFU/ml a CFU/ml a CFU/ml a
0. perc- 1. perc- | 15. perc- | 30. perc- | 60. perc-
ben ben ben ben ben
2,0 2,0x10° 1,8x10° 1,2x10° 3,7x10" 7,0x10°
3,0 2,0x10" 1,9x10° 1,7x10° 1,7x10° 8,4x10°
Az ST11 kovetkezd tulajdonsdgait a tejsavbaktériumok

nemzetségére kOzzétett eljarasok szerint hataroztuk meg
[szerk.: Wood, B. J. B. és Holzapfel, W. H., Blackie,

A&P.]
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- Gram-pozitiv

- katalaz negativ

- argininbdél amméniaképzés negativ

- CO--termelés negativ

- L(+)-tejsav termelddése

- szaporodas akar 0,4% koncentracidéju epesavas sék
Jjelenlétében

8. példa

ST11l szaporodasa kilénb6dzé korilmények kozott

Az STll-et 37°C-on kilonbéz8 ideig inkubaltuk szacha-
rézzal (0%, 0,5%, 1% vagy 2%) vagy szdjapeptonnal (0,5%)
vagy glukézzal (0,5%) kiegészitett paradicsom alapi tapko-
zegen (4% paradicsompor desztillalt vizben oldva). Az ered-
ményeket a 2. abran mutatjuk be.

Az STll-et 2,5% mennyiségben rizsliszt (3%), buza-
liszt (2%) és szacharéz (3%) tartalmu tapkdzeghez is hozza-
adtuk, és 37°C-on inkubdltuk, amig a pH 4,4-et el nem érte.
A termeék hilitése utan C-vitamin hozzdaddsaval vagy anélkiil
csomagoltuk és 10°C-on téroltuk.

9. példa

IL-12 és IL-10 mRNS-ei szintézisének indukciéja ST11-

gyel egéreredetd adherens sejtekben

Csontvel&sejteket izolaltunk 8 hetes, specifikus,
patogénmentes C57BL/6 egerek combcsontjabdél és sipcsontja-
b6l, és 2x10° sejt/ml koncentraciéban inkubaltuk 10% magza-
ti borjuszérumot, 1 mM L-glutamint, 12 mM Hepest, 0,05 mM
2-merkaptoetanolt, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml

sztreptomicint (valamennyi reagens Gibcotdl szarmazik) tar-
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talmazé RPMI-tapkozegben (Gibco) 12 érdn keresztiil 37°C-on,
5% CO- tartalmu légkdérben. A nem tapadt sejteket meleg te-
nyészté tapkdzeggel torténd harom egymdst kovetd mosassal
tavolitottuk el, és a megmaradt, tapadt sejteket &sszegydj-
tottiik és  10° sejt/ml koncentracidban 6 &éran keresztiil
inkubaltuk baktériumok jelenlétében vagy anélkiil. Korabban
mar meghataroztuk, hogy a 6 od6ra optimdlis iddpont LPS-re
adott wvalaszul citokin-mRNS szintézisére egéreredety,
adherens sejtekben. A baktériumokat kiilénbozd, 10° CFU/ml
koncentraci6tél 10° CFU/ml koncentracidig adtuk. A baktéri-
umokat az eléz8ekben ismertetettek szerint szaporitottuk és
taroltuk (6. oldal).

A 6 oras tenyésztési id&szak végén a sejteket centri-
fugalassal izolaltuk és TRIzol reagenskészlet (GibcoBRL,
kat. szam: 15596-018) alkalmazasaval lizaltuk a gyartéd ut-
mutatédsai alapjan. Izopropanollal toérténé kicsapassal tel-
jes RNS-t izolaltunk és reverz transzkripciéval cDNS-be ir-
tuk &t 90 perc alatt, 42°C-on, 200 U reverz transzkriptaz
enzimmel (Superscript II, BﬁL) 40 pl-es reakciodtérfogatban,
amely 200 mM Tris-t pH 8,3, 25 mM kalium-kloridot, 1 pg/ml
oligo d(T),s-0t (Boehringer Mannheim), 1 mM DTT-t
(Boehringer Mannheim), 4 mM-t mindegyik dNTP-bd&1
(Boehringer Mannheim) és 40 U/ml Rnasint (Promega) tartal-
mazott. A PCR-lancinditdék és a reakcidkoriilmények ugyanazok
voltak, mint amelyet Kopf és munkatarsai ismertettek [Kopf
és mtsai., Journal of Experimental Medicine 184(3), 1127-36
(1996) 1. A cDNS mennyiségét a mintadn belil egy létfontosséa-

gu (“housekeeping”) génre (f-2-mikroglobulin) specifikus
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lancinditd alkalmazasaval normalizdltuk. A PCR-termékeket
2% agardzgélen valasztottuk el és a savokat UV alatt érté-
keltik.

Mint a 4. abréan bemufatjuk, az ST1l mutatta IL-12 és
IL-10 mRNS-einek legerdsebb indukcidjat, amely Osszehason-
lithaté volt a pozitiv kontrollndl (E. coli) tapasztalt
szinttel. A kulonbségek leginkdbb a legalacsonyabb baktéri-
umkoncentraci6oknal (10’ CFU/ml) figyelhetdk meg.

10. példa

IL-4-szintézis gatlasa ST1ll-gyel

A CD4" T-sejteket specifikus, patogénmentes BALB/c
egerek 1épébdl tisztitottuk MiniMACS reagenskészlettel
(Miltenyl Biotec, kat. szam: 492-01). A CD4' T-sejteket 2 x
10° sejt/ml koncentraciéban tenyésztettiik 10% magzati bor-
juszérumot, 1 mM L-glutamint, 12 mM Hepest, 0,05 mM 2-
merkaptoetanolt, 100 U/ml penicillint és 100 pg/ml sztrep-
tomicint tartalmazé RPMI-tapkdzegben, és egy héten keresz-
til aktivaltuk lemezhez kotott, CD3-mal (2Cll-klén) és
CD28-cal (37.51-klén, mindkét ellenanyag Pharmingentdl
szarmazott) szembenli monoklonalis ellenanyagokkal torténd
kotéssel. Az elsbédleges tenyészetben a CD4" T-sejteket
csontvelderedetl, adherens sejtekkel (amelyeket az eldz&ek
szerint izol&ltunk), mint jarulékos sejtekkel és 10° CFU/ml
STl1l-gyel vagy 10° CFU/ml Lal-gyel vagy 1 mg/ml LPS-sel
vagy csak a tapkozeggel tenyésztettiik egyiitt. Ezutéan a sej-
teket mostuk és a CD4" T-sejteket még egyszer tisztitottuk
MiniMACS reagenskészlettel és Ujra stimuldltuk a csak a

tapkdzeget tartalmazd masodlagos tenyészetben. A differen-
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cidlt CD4" T-sejtek &ltal termelt citokineket 2 nap eltel-
tével a felltluszdéban mértik szendvics-ELISA-médszerrel (a
reagenskészletek Endogentdl és Pharmingentdél szarmaztak) .

Az eredményeket az 5. A&bran mutatjuk be. A csak a
taptalaj Jelenlétében differencidlédott sejtek IL-4 magas
szintjével jellemezhetd, domindns Th2-fenotipust mutattak.
STll-nek az elsédleges tenyészetekhez torténéd hozzaadasa
er8sen befolyasolta a Th2-differentdcid kimenetelét, mivel
az IL-4 termelddését nyolcadrészére csokkentette. A gatléas
hasonlé nagysagrendd, mint amely az LPS jelenlétében diffe-
rencialddott sejtekbdl szarmazéd tenyészetekben figyelhetd
meg. Ezzel szemben a masik Lactobacillus térzsnek nem volt
kimutathaté hatédsa az IL-4 szintjére. Erdekes médon az IFN-
y-szint nem emelkedett STll-nek az elsd8dleges tenyészethez
torténd hozzaadasara.

Mint az eléz8ekbdl lathatd, a talalmany szerinti tor-
zsek a mikroorganizmusok eldényds tulajdonsagait kihasznalva
jol alkalmazhatdék élelmiszer és/vagy gydgyadszati hordozé
eldallitasara.

11. példa

Guatemala varos kilsd kertileteinek kézosségében kli-
nikai kisérletekben vizsgaltuk az ST11-tdrzs azon képessé-
gét, hogy befolyasolja az akut, esés évszakbeli hasmenéses
betegség terjedését és kimenetelét, amely a gyermekek todbb-
ségét érinti ezen a teriileten. Osszesen 203, 35 és 70 héna-
pos kor kozotti gyermeket vizsgaltunk a kisérletben, és 29
napos betédplalasi id&szak alatt célddzisként 10'" €18 szer-

vezetet (ST1l) vagy semmit (placebo) nem kaptak. Mind a
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mintadt, mind a placebo mintat kapd gyermekek alultédplaltsag
miatt jellemzden korukhoz képest alacsonyabbak és kénnyeb-
bek voltak.

Az iskoléaskor eldtti gyermekekkel torténd etetés meg-
kezdése eldétt mind in vitro, mind in vivo biztonsagi vizs-
galatokat végeztink. Az 1in vitro vizsgalatok kimutattak,
hogy az antibiotikumrezisztencia-mintdjuk més, élelmiszer
céljara torténd felhasznalasoknal alkalmazott  Lacto-
bacillusokéhoz hasonld, biogén aminok képzésére, mucin bon-
tdsdra és epesavas soOk bontasadra nem képesek. A kontroll,
placebo vizsgalatokban 42 Onkéntes felnétt vett részt, az
STll-et Jjo6l toleraltak, és a vizsgalt, lehetséges megnyil-
vanuladsok kozott, példaul szélszorulds, naponkénti széklet
szdma és allaga, semmilyen karos hatas nem mutatkozott, a
szérumban 1lévé akutfazis-fehérjék szintje nem adott okot
aggodalomra egy lehetséges gyulladasos folyamat tekinteté-
ben.

A mintdkat és placebo anyagokat a Nestlé Product
Technology Center gyartdésoran Konolfingenben, Svajcban
zacskdkba csomagoltak, és hiUtott 4&llapotban szallitottdak
Guatemaladba. Mindegyik 10 grammos csomag csokoladé izesité-
st hordozét és vagy 0,2 g STll-et (10'° CFU) vagy placebo
esetében 0,2 g tejport tartalmazott. A csokoladé izesitési
hordozdé kakadporbdl, cukorbdl, szdjalecitinbdl, vaniliadbél
és fahéjbdl allt. A zacskdkat 4-6°C kozott taroltuk, és a
felhaszndlas eldétt két oéraval kivettik a hiitéb&dl. Felhasz-
naléds elétt a zacskdkat 100 ml, a Nestlé &ltal biztositott,

mindenféle baktériumtdl mentes vizben kellett feloldani.
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Az alkalmazott mdbédszer szerint hasmenést akkor alla-
pitottunk meg, ha 24 o6ra alatt harom vagy ennél toébb, fo-
lyékony vagy nem formalt székletilirités tortént. A hasmené-
ses esetet olyan eseményként hatdroztuk meg, amikor hasme-
nés jelei mutatkoztak (3 haémenéses Urités 24 o6ra alatt). A
teljes id&tartamat oOrakban hataroztuk meg a harom jelzésér-
tékd székletirités kozil az elsdnek az idépontjatdl kezdve
az elsé, megfelelden formalt széklet megjelenéséig vagy 24
6ras, székletmentes 1iddszakig. Gyermekek esetében egy "uj"
esemény bekovetkezte eldtt 48 oOra kell, hogy elteljen az
elbz86 esemény befejezddése utan. Amennyiben ez nem kdvetke-
zik be, ugyanazon esemény folytatadsanak kell tekintetni, és
az értékelésnél a teljes idészakot kell figyelembe venni.
Esetnek azt a gyermeket nevezzik, aki egy vagy tobb, doku-
mentalt hasmenéses eseményen ment keresztil a 29 napos meg-
figyelési iddészak alatt. A hasmenéses esemény intenzitdsa a
nem szilard széklet teljes szaman alapul. Az esemény su-
lyossaganak elemei a székletben vér, nyalka vagy genny je-
lenléte, valamint laz vagy hanyds tiinetei. Napi 7 széklet
vagy egészségiigyi szakember klinikan, egészségiigyi kézpont-
ban vagy koérhazban torténd beavatkozadsa szintén sulyosnak
minésilé esemény.

Ha a hasmenéses eseményt fellgyeleti rendszeren ke-
resztiil diagnosztizaltdk, a hasmenéses székletbdl mintat
gydjtottink mikroszképos vizsgalatra, valamint tenyésztésre
az eseményt okozd, valdszinl, kbdrokozd patogének azonosita-
sdra. A mintdt rotavirus-antigénre, Glardidra és E.

histolyticdra vizsgaltuk, dizentérias minta esetében
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Shigella, Salmonella, Aeromonas, Plesiomonas Shigelloides,
E. coli és esetlegesen V. cholerae bakteridlis patogéneket
is vizsgaltuk.

A vizsgalat alatt termékmintdakat gydjtottink, hogy
vizsgaljuk az adagoléasi id&szakban részt vevé mikroorganiz-
musok életképességét. Kimutathatd volt, hogy a mikroorga-
nizmusok a zacskdkban életképesek maradtak az egész vizsga-
lat alatt, oly médon, hogy a vizsgalat végén a zacskékban
vizzel torténd feloldas utan 10'° életképes mikroorganizmus
volt.

A vizsgalat kimutatta, hogy a probiotikus mikro-
organizmust tartalmazé minta koridlbelil 30%-kal csdkkenti a
hasmenés el&fordulasat a kontrollcsoporthoz (placebo) ké-
pest. S&t, még a kontrollcsoportban is kisebb szdmban for-
dult eld hasmenés a sem mintat, sem placebdét nem kapd nor-
malis populdcidhoz képest. Ez utdbbi eredmény részben azzal
magyarazhatdé, hogy a gyermekek kiegészitd, értékes taplalé-
kokat tartalmazd és szennyezéstdl mentes vizet fogyasztot-
tak. Mivel azonban a vizsgélatot természetes kozegben vé-
geztiik, nyilvanvalo, hogy az ST1ll bizonyosan csOkkenti a

hasmenés eldfordulasat in vivo.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Lactobacillus nemzetségbe tartozdé tejsavbaktérium,
amely akadalyozza a hasmenést okozd patogén baktériumok
bélcsatornaban torténd kolonizacidjat és akadalyozza a bél
epitélidlis sejtjeinek rotavirussal toérténd fertdzését.

2. Az 1. igénypont szerinti Lactobacillus torzs,
amely a gazdaszervezet bélnyalkahdrtyadjdhoz képes tapadni
és alapvetéen kolonizalni képes.

3. Az 1. vagy a 2. igénypont szerinti Lactobacillus
torzs, amely legfeljebb mintegy 0,4% epesavas sé jelenlét-
ében képes szaporodni..

4. Az 1-3. lgénypontok barmelyike szerinti
Lactobacillus toérzs, amely Lactobacillus rhamnosus vagy
Lactobacillus paracaseil.

5. A 4. igénypont szefinti Lactobacillus torzs, amely
Lactobacillus paracasel.

6. Az 5. 1igénypont szerinti Lactobacillus toérzs,
amely Lactobacillus paracaseli CNCM I-2116 (NCC 2461).

7. Az. 1-6. igénypontok barmelyike szerinti
Lactobacillus torzs alkalmazasa taplalkozasi segédanyag ké-
szitésére.

8. A 7. igénypont szerinti alkalmazds, ahol a
Lactobacillus tdrzs a segédanyagban koérulbelil 10° CFU/g
segédanyag mennyiségtdl korilbelil 10" CFU/g mennyiségig

van Jjelen.
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9. Az 1-6. igénypontok barmelyike Szerinti
Lactobacillus torzs tenyés;ete felilusz6éjanak alkalmazéasa
tapladlkozasi segédanyag készitésére.

10. A 7-9. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
zas, ahol a segédanyag az alabbi élelmiszer-készitmények
barmelyike: tej, Jjoghurt, aludttej, sajt, fermentalt tej,
tejalapu fermentalt termékek, jégkrémek, fermentalt, buza-
alapu termékek, tejalapu porok, csecsembékészitmények.

11. A 7-10. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
z4ds, ahol a segédanyag hasmenéssel kapcsolatos rendellenes-
ségek kezelésére és/vagy megeldzésére alkalmas.

12. Az 1-6. igénypontok barmelyike szerinti, legalabb
egy Lactobacillus torzset vagy a tenyészetének feliiluszojat
tartalmazd élelmiszer- vagy gydgyadszati készitmény.

13. A" 12. igénypont szerinti készitmény, amely az
aldbbiak barmelyike: tej, Jjoghurt, aludttej, sajt, fermen-
tdlt tej, tejalapu fermentdlt termékek, jégkrémek, fermen-
tdlt, buzaalapu termékek, tejalapu porok, csecsemékészitmé-
nyek, tablettak, folyékony baktériumszuszpenzidk, szaritott
oradlisan beadhato kiegészité, nedves oralisan beadhaté ki-
egészitd, szaraz tubusos élelmiszer vagy nedves tubusos
élelmiszer.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
S KL
Svingor Adam

szabadalmi dgyvivéjelslt
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