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Kmeny Lactobacillus

Oblast techniky

Vyndlez se tyka novych mikroorganismd rodu Lactobacillus,
které jsou uZitelné pfri prevenci prajmu, zprost¥edkovaného
pravdépodobné patogennimi  bakteriemi. Zejména se predkladany
vynalez tykd uZiti uvedenych mikroorganismi pro pIipravu

poZivatelného nosice a prostfedku obsahujiciho tento nosic.

Dosavadni stav_techniky

Organismy, které jako hlavni metabolickou slozku
produkuji kyselinu mlé&nou, jsou dlouho znamy. Tyto bakterie se
mohou nachazet v mléce nebo v tovarnach, které zpracovavajl
mléko, zejména v Zivych nebo odum¥elych rostlinéch, ale také ve
stfevé 1lidi a zvifat. Tyto mikroorganismy, shrnuté pod vyrazem
,bakterie kyseliny mlécne", predstavuji dosti nehomogenni
skupinu a zahrnuji, napfiklad, rody Lactococcus, Lactobacillus,

Streptococcus, Bifidobacterium, Pediococcus apod..

Bakterie kyseliny mlé&né byly vyuZity jako fermentalni
&inidla ke konzervaci potravy pfi nizkém pH a k plsobeni
fermentadnich prostf¥edkl, vytvofenych béhem jejich fermentacdni
ginnosti, k inhibici rlistu nidicich bakterii. Nakonec byly
pakterie kyseliny mlécné uZity pro pripravu ruaznych druhl
potravin jako Je syr, jogurt a dalsi fermentované mlécne

produkty.

Docela nedavno ziskaly bakterie kyseliny mlé&né velky dil
pozornosti, kdy bylo zjist&no, Ze nékteré kmeny maji po poZiti
cenné vlastnosti pro &lovéka a zvirata. Zejména urcité kmeny
rodu Lactobacillus nebo Bifidobacterium vykazovaly schopnost
kolonizovat stfevni sliznici a pomdhat pEi udrZovani dobreého

stavu &lovéka a zvifete.
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S ohledem k tomu, EP 0 768 375 popisuje specifické kmeny
Bifidobacteria, které jsou schopné implantace do st¥evni fléry
a mohou ulpivat na stfevnich burikdch. Tyto Bifidobacteria Jjsou
oznadovana Jjako pomadhajici pFi imunomodulaci tim, Ze Jsou
schopnd kompetitivniho vylou¢eni adhese patogenni bakterie
k stfevnim bunikam, tedy pomahaji v udrZovani zdravi

jednotlivce.

B&hem poslednich nékolika let byl vyzkum také soustZedén
na potencialni uziti bakterii kyseliny mlécné jako
probiotickych ¢inidel. Probiotika jsou povazZovana za
sivotaschopné mikrobidlni pEipravky, které napomahaji  zdravi
jednotlivce udrzovanim prirozené mikrofldry ve strevé.
Mikrobidlni pfipravky mohou byt p&¥n& akceptovany Jjako
probiotické v piipadé jejich G&innych mikrobd a pokud zpusoby
jejich u&inku jsou znamy. Probiotika jsou min&ny k piipojeni
k stfevni sliznici, kolonizaci stEevniho traktu a rovnéi
k predchazeni p¥ipojeni Skodlivych mikroorganismi na stfevni
trakt. Rozhodujici nezbytny pfedpoklad jejich u&inku je v tom,
e mohou dosahovat stfevni sliznice ve vhodné a Zivotaschopné
form& a nejsou rozruSeny Vv hornich &astech traviciho traktu,

zv143t& udinkem nizkého pH, které prevladd v Zaludku.

V tomto ohledu, WO 97/00078 popisuje urcity kmen, ktery
se nazyva Lactobacillus GG (ATCC 53103), jako probiotikum.
Tento mikroorganismus je zejména obsaZen ve zplisobu prevence
nebo lé&eni hypersenzitivnich reakci navozenych potravou, kdy
je podavan pfijemci spolu s potravou, ktera podléhd hydrolyze
pusobenim pepsinu a/nebo trypsinu. Vybrany kmen Lactobacillus
je popisovan jako vykazujici adhesivni a kolonizadni schopnosti
a majici systém enzyml proteaz, tak Ze bilkovinna létka
obsaZené v podavané potravé je dale hydrolyzovana
prostfednictvim proteaz, které jsou produkované urcitym kmenem

Lactobacilla. Tento zpusob, ktery Je popisovany Vv této
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pfihlasce, bude mit eventuelné za nasledek vzestup bilkovinné
latky streva, ktera nevykazuje podstatné mnoZstvi alergenni

latky.

pale, v EP 0 577 903, je piEipraveno uziti takovych
pakterii kyseliny mlécné, které maji schopnost nahrady
Heliobacter pylori, ktery Jje uznanou pIicinou vyvoje vEiedu,
v pfiprav& nosice, urceného pro 1é&bu nebo profylaxi vfedu,

ktery je spojeny s ucinkem Heliobacter pylori.

Na zakladé znalosti cennych vlastnosti wurcitych kment
bakterii kyseliny mlé&né, Jjsou v oboru poZadovany dal$i kmeny
pakterii kyseliny mlécné, které Jjsou prosp&sné pro dobry

sdravotni stav &lovéka a/nebo zvitete.

Podstata vynalezu

Otazkou pfredkladaného vyndlezu Jje tedy poskytnout dalsi
bakterialni kmeny, které vykazuji noveé vlastnosti, které jsou

prosp&sné pro Clovéka a/nebo zvirata.

Vyse uvedenad otézka byla vyfe§ena novymi mikroorganismy,
jmenoviteé bakteriemi kyseliny mlécneg, p¥isludejici k rodu
lactobacillus, které maji schopnost pfedchazet kolonizaci

stfeva patogennimi bakteriemi, které zptisobuji prijem.

Podle vyhodného provedeni, Jje kmen Lactiobacillu schopny
adhese ke strevni sliznici savclh a miZe rast za pfitomnosti

vice jak 4% ZzluCovych soli.

Av3ak, podle jiného vyhodného provedeni, Jje bakterie
kyseliny mlécné vybrana ze skupiny, které sestava
2 Lactobacillus rhamnosus nebo Lactobacillus paracasei, vyhodné
Lactobacillus paracasei a vyhodnéji Lactobacillus paracaseil

CNCM I-2116.
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Mikroorganismy, podle vynalezu, vykazuji mimo jiné
niasledujici vlastnosti: Jsou gram positivni, negativni na
kataldzu, negativni na tvorbu NH; formy argininu a negativni na
produkci CO, produkuji L(+) kyselinu mlédnou, Jjsou schopné
ristu za pritomnosti Zlu&ovych soli v koncentraci vy33i nei
0,4% a mohou podstatné pFfedchazet kolonizaci stfevnich buné&k
pakteriemi pFrivozujicimi priajem, jako je patogenni E. coli,
napfiklad enteropatogenni E. coli (EPEC) nebo salmonella,

napriklad salmonella typhimurium.

Nové mikroorganismy mohou byt uZity pro pfipravu rtznych
poZivatelnych  nosicd, jako je mléko, jogurt, tvaroh,
fermentovana mléka, fermentované produkty na basi mléka,
fermentované produkty na basi obilovin, pradkova mléka, vyZziva
pro kojence a v nosiC¢i mohou byt obsaZeny v mnoZstvi od kolem
10° cfu/g aZ kolem 10" cfu/g. Pro ucel pfedkladaného vyndlezu

bude zkratka cfu oznalovat ,jednotku tvorici kolonie“, ktera je

definovana jako mnoZstvi bakterialnich bun&k, Jjak ukazuji

mikrobialni poé&ty na agarovych plotnéach.

pfedkladany vynélez také poskytuje potravinovy nebo
farmaceuticky prostfedek, ktery obsahuje nejméné& jeden z kment
Lactobacilla, majiciho vy3e uvedené vlastnosti a/nebo ktery
obsahuje kulturu supernatantu, ve které rostou mikroorganismy

nebo jejich frakce.

Pro pfipravu potravinového prostfedku, podle vynalezu, je
zadlenén ve vhodném nosi¢i nejméné jeden z kmenl Lactobacilla,
podle vynalezu, v mnoZstvi od kolem 10 cfu/g aZ kolem 10"
cfu/g, vyhodn& od kolem 10° cfu/g aZ kolem 10'° cfu/g, vyhodn&ji
od kolem 107 cfu/g aZ kolem 10° cfu/g.

V ptipadé farmaceutického prostfedku mbZe Dbyt produkt
ptipraven ve formé tablet, kapalnych bakteriédlnich suspensi,

sudenych oralnich doplikd, vlhkych oralnich dopliki, suchych
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potravinovych pfipravkd pro podavani  sondou a v1lhkych
potravinovych pripravkl pro podavani sondou s obsahem mnoZstvi
xmen TLactobacilla v rozmezi vy33im neZ kolem 10**  cfu/g,
vyhodn& od kolem 10" cfu/g aZ kolem 10! cfu/g, vyhodné&ji od
kolem 107 cfu/g aZ kolem 10 cfu/g.

Ginnost novych mikroorganismi ve st¥evé jednotlivce Je
prirozen& zavisld na davce. &im vice novych mikroorganismi Jje
zadlendno prostfednictvim poZiti vyse uvedeného potravinového
nebo farmaceutického prost¥edku, tim vyS$si je ochrannad a/nebo
1é&ebna udinnost mikroorganismi. Jelikoz nové mikroorganismy
nejsou Skodlivé lidem a svi¥atim a mohou byt eventuelné
izolovany ze stolic déti, maZe byt Jjejich vysoké mnoZstvi
sadlendno tak, ze podstatn& velkd Cast stfeva jednotlivce bude

kolonizovana novymi mikroorganismy.

AvSak, podle jiného vyhodného provedeni, miZe Dbyt pro
pfipravu jednoho z vySe uvedenych poZivatelnych nosi&l pouZit
supernatant kultury kmene Lactobacilla, podle vynalezu.
Supernatant miZe byt uzit jako takovy nebo miZe byt suSen za
podminek, které nenici metabolické sloudeniny produkované
mikroorganismy do kapalného prostfedi, Jjako je naptiklad
lyofilizace, a miZe byt zadlendn v nosici. Za uéelem sniZit na
minimum mnoZstvi neznamych sloudenin v supernatantu, budou
kmeny Lactobacilla vyhodné rast v definovaném prostfedi,
prostfedku, ktery je znam a neovlivni negativné& hostitele, ve
kterém Jje zaclené&n. Dale odbornici budou na zakladé svych
obecnych znalosti, popripadé zbavovat supernatant neZédoucich

produktd, napiiklad prostfednictvim chromatografie.

Bé&hem rozsahlych studii, vedoucich k predkladanému
vynélezu, zkoumali vynalezci stolice déti a izolovali z nich
riizné bakterialni kmeny. Tyto kmeny byly nasledné zkoumé&ny pro
jejich schopnost ptedchazet kolonizaci epitelidlnich Dbunék

pakteriemi, které jsou znamou piicinou préjmu.




N&které Dbakteridlni rody, zahrnujici  Lactobacillus,
Lactococcus a Streptococcus, byly sledovany PpPro jejich
schopnosti zamezovat prujmu. Tyto zkoudky inhibi&ni schopnosti
byly provedeny hlavngé s patogenni E. coli a salmonellou
typhimurium jako representativnimi pro patogenni

mikroorganismy, které zpusobuji prijem u jednotlivce.

Ve vhodném prostfedi byly pé&stovany ruzné Dbakterie
kyseliny mlécné, v takovem jako je MRS, Hugo-Jago nebo ML7 pri
teplotach od kolem 30° do 40°C, které odpovidaji Jejich
optimalni rustové teploté. Po dosaZeni staciondrniho ristu byly
pakterie shromazdé&ny centrifugaci a znovu rozptyleny ve
fysiologickém roztoku NaCl. Mezi jednotlivymi zkouSkami byly

bakterialni bunky skladovany zmrazené (-20°C) .

Pro stanoveni antibakterialnich vlastnosti byly vybrany

nadsledujici pF¥istupy.

Podle jednoho zapisu, byly péstované kmeny Lactobacilla,
podlé vynalezu, zkouSeny pro svoji schopnost zamezovat adhesi
patogennich bakterii, zpisobujicich prijem, ke st¥evnim buiikam
nebo zamezovat jejich invasi do stfevnich bunék. Nakonec, byly
stfevni builky pfivedeny do styku s patogennimi bakteriemi a
p&stovanymi  kmeny Lactobacilla, podle vynalezu, a Dbyla

stanovena rychlost adhese nebo invase.

Podle druhého =zapisu, byl supernatant buné&éné kultury
kmentt Lactobacilla, podle vynalezu, pfidan spolu s patogennimi
mikroorganismy ke strevnim puiikdm a byla stanovena rychlost

adhese nebo invase.

MaZe byt zfejmé, Ze peéstované Lactobacilly a supernatant
se prokazaly extrémné @&inné pri prevenci obojiho, adhese a

invase do strevnich bun&k, coZi prokazuje, Ze metabolické
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sloudeniny, produkované novymi mikroorganismy, jsou nejspise

odpové&dné za cinnost proti prajmu.

Dale se k vy3e uvedenému objevu ukazuje, Ze kmeny, podle
vyndlezu, kupodivu vykazuji antialergenni vlastnosti, kdy
uvedené kmeny maji dopad na syntézu riznych imunologickych

mediatora.

Je obecn& uzndvano, Ze humordlni imunitni odpovédi a
alergické reakce Jsou zprost¥edkovany CD4* T bunikami, které
nesou fenoﬁyp typu 2(Th2). Th2 butiky Jjsou charakterizovany
tvorbou vysokych hladin interleukinu 4 (IL-4) a cytokinu,
pozadovaného pfo sekreci IgE, ktery je hlavni skupinou

protilatek, zadlenénou v alergickych reakcich.

Diferenciace Th2 bun&k je podkozovana IFN-Y, prislusnym
cytokinem, ktery Je produkovany vzajemné se vyludujici Thl
podskupinou CD4'T bun&k. Uvedené Thl bunky jsou na druhé straneé
silné indukované interleukinem 12 (IL-12). Naproti tomu IL-10,
daldi cytokin, m& silné& ru$ivy dopad na proliferaci Thl bunék a

tudiz se uvaZuje, Ze ma ulohu v imunosupresivnich reakcich.

Shrnuto, oba IL-12 a IL-10 maji silné modulaéni G&inky na
vyvoj CD4" T bunék ovlivnénim vyvoje podskupiny Thl. IL-12 Jje
klidovy regulaéni cytokin pro indukci diferenciace Thl a tedy
inhibuje tvorbu Th2 odpovédi. Hlavnim zplisobem inhibice Th2
pbundk Jje tudiZ spatfovan ve stimulaci syntézy IL-12 pomocnymi

buiikami .

Je dobre znamo, Ze nékteré slozky gram negativnich
bakterii, jako je LPS, navozuji vysoké hladiny IL-12
v adherentnich bufikdch, jako Jjsou makrofagy a dendritické
buiiky. Shodn& se ukazuje, Ze gram negativni bakterie mohou

siln& ovlivnit diferenciaci CD4" T bunék smérem k Thl fenotypu.

.




Mikroorganismy ST11l, jako napfiklad kmeny Lactobacilla,
podle vynalezu, byly zkouSeny pro potencidlni ulohu v indukci
cytokinl, zahrnutych Vv regulaci diferenciace CD4" T bunék.
Zejména byl studovadn ucinek ST1l na fenotyp CD4" T bunék,

podstupujicich diferenciaci Th2.

V tomto ohledu byla schopnost ST1l indukovat syntézu
mRNA, ktera koéduje tyto dva regulaéni cytokiny v nysich
adhrerentnich bufikdch ziskanych z kostni dfené, srovnana se 4
dalsimi kmeny Lactobacilla a s kontrolni gram negativni
bakterii (E. «coli K12). Po 6ti hodinové inkubaci bunék

s raznymi FYedénimi v rozmezi od 10’ aZ 10° cfu/ml byla mRNA
Y

m&Fena semikvantitativni RT-PCR.

Adkoliv vdechny kmeny Lactobacilla mohou indukovat
transkripci IL-12 mRNA do urcitého stupné&, ST 11 se muZe
ukazovat jako nejsilnéjsi vyvolavatel, vzhledem k tomu, Ze
miZe byt detekovan silny PCR signadl dokonce p¥i nejniZsi
bakterialni davce. Ve skutednosti byla schopnost STI11 indukovat
transkripci IL-12 mRNA tak silna jako u E.coli. Indukce IL-10
mRNA byla obecn& slab3i neZ pro IL-12 mRNA, protoZe signal mohl
byt detekovan pouze pfi vy3sich pakteridlnich davkach. Nicméné,
ST11 byl nejsilné&jdim vyvolavatelem IL-10 mRNA, jak srovnano

s jinymi Lactobacilly a kontrolni E.coli.

ST11 se tedy zda byt schopny indukce imunoregulacnich
cyrtokint, zahrnutych v diferenciaci CD4* T bun&k. Jeho silna
schopnost indukovat IL-12 z n&ho déla kandidata inhibice Th2
odpové&di a Jjeho m&fitelna indukce IL-10 mdZe predchazet

zanétlivym odpovédim.

Dale bylo k vySe uvedenému objevu urceno, ktery ST1l mél
inhibi&ni t&inek na CD4*' T buiiky, podléhajici Th2 diferenciaci
a ktery mé&l positivni u&inek na funkce Thl. Byl uzZit dobZe

zaloZeny systém pro diferenciaci bunék v kultu¥e, kde prekursor



cD4* T buné&k byl polyklondlné& aktivovan a modulovan, aZz doi3lo
k diferenciaci Thl nebo Th2, v zavislosti na typu spolecného
stimulu v Zivném prosttredi.Thl/Th2 diferenciace byla indukovéana
b&hem 7 denni primadrni kultury, Apoté byly builtky opét
stimulovany po 2 dny v sekundarni kultufe, obsahujici samotné
prostfedi a pridavek specifického fenotypu (Thl nebo Th2) byl
stanoven m&¥enim typl cytokini, produkbvanYch v supernatantu

(IFN-y versus IL-4).

Je obecnd znamo, e prekursor CD4" T bun&k z myS3i BALB/c

dosud predev3im rozliSoval predominantni Th2 fenotyp ((vysoké

IL-4, nizké IFN-Y V supernatantech dvoutydenni kultury) po
aktivaci za neutralnich podminek (samotné prostfedl v tydenni
kultu¥e). Tento fenotyp mohl byt kompletnd navrécen do

pavodniho stavu k plivodnimu Thl (vysoké IFN-Y, nizké IL-4) pfi
pfidani blokujicich monoklonarnich protiladtek k IL-4 v tydenni

kultute.

Ke zkoumani potencidlni ulohy ST11l na inhibici Th2, byly
v tydenni kultufe aktivovany &i%t&né prekursory CD4" T bunék
z BALB/c my3i za pfitomnosti adherentnich bun&k z kostni dfené
jako pomocnych bunék. Tyto bufitky byly spole&né péstovany bud v
samotném prostfedi nebo za pritomnosti 1mg/ml LPS nebo 108
cfu/ml ST1l nebo 10° cfu/ml jiného Lactobacilla. Po case byly
buiky promyty a CD4" T buiky byly opét jednou &istény a znovu

stimulovany ve dvoutydenni kultufe v samotném prostfedi.

Cytokiny, produkovane diferencovanymi CD4* T butikami, byly

Jak které

byly

se ukazaly

m&¥eny po dvou dnech. otekavano, bunky,

diferencované za pritomnosti samotného prostredi,

dominantni fenotypu Th2. P¥idani ST1l do tydenni kultury silné
to vyplyvéd z 8-

ovliviiovalo vysledek Th2 diferenciace, Jak

niasobného snizeni produkce IL-4. Tato inhibice byla podobnou
velidinou jako ta, kterd byla pozorovana v kulturach, ziskanych

z bun&k, které byly diferencovany za pFitomnosti LPS. Naproti
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tomu, dal3i kmen Lactobacilla mel nem&¥itelny dopad na hladiny
IL-4. Je zajimavé, Ze hladiny IFN-y nebyly zvy$eny pii pridani

ST11l do tydenni kultury.

Shrnuto, ST1l specificky sniZuje produkci IL-4 CD4" T
puiikami, které podléhaji diferenciaci Th2, ale nevyznamné
zvySuje sekreci IFN-y. Tato skute¢nost, Ze ST1ll nezvysSuje
produkci IFN-y, mizZe byt vztaZena k jeho schopnosti indukovat
1L-10 s dtsledkem, Ze to mlZe mit nizky zané&tlivy dopad

navzdory jeho &innosti proti Th2.

Naslednd se muZe zdat, Ze ST1l Jje Jeden 2z kment
Lactobacilla, které maji profil proti ThZ, ktery Jje deéla
vybornymi kandidaty pro jejich uziti jako bakterii

s protialergickou a probiotickou &innosti.

P¥ehled obrazk( na vykresech

Obr. 1 znazoriuje schéma, ilustrujici vysledky pokusu na
pun&éné kultufe, ve které pé&stované bunky ST11 jsou uzity ve
zkouSce pro inhibici  adhese patogenni  bakterie E.coli

k epitelidlnim buikam.

Obr. 2 znazoriuje schéma, ilustrujici vysledky pokusu na
bundéné kultufe, ve které supernatant kultury ST11l je uzit ve
zkousce pro inhibici  adhese patogenni  bakterie E.coli

k epitelidlnim buikam.

Obr. 3 znazorfiuje schéma, ilustrujici vysledky pokusu na
buné&né kultufe, ve které péstované bulky ST11l jsou uZity ve
zkousce pro inhibici invase salmonelly typhimurium

k epitelidlnim bunkam.

Obr. 4 znézorfiuje schéma, ilustrujici vysledky pokusu na

pbunédné kultufe, ve které supernatant kultury ST11 je uzit ve
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zkousce pro inhibici invase salmonelly typhimurium

k epitelidlnim buikam.

Obr. 5 znazorfiuje acidifikaci kmene L.casei CNCM I-2116

(oznadované ST11) v ruzném ristovém prostfedi.

Obr. 6 znadzoriuje rychlost pfeZiti kmene L.casei ST1l pfi

10°C, m&Fenou béhem 30ti dni.

Obr. 7 znazoriiuje sloZeni mRNA pro IL-12 a IL-10 v my3ich
adherentnich bunkach, ziskanych z kostni d¥en&, po inkubaci

bunék s ruznymi Fedénimi STI11.

Obr. 8 znazoriiuje vysledek diferenciace Th2 jako dusledek

sni?eni produkce IL-4.

Vynalez bude nyni popsan nadsledujicimi pEiklady, ktere

vdak nemaji slouZit k omezeni rozsahzu vynélezu.

P¥iklady provedeni vynalezu

Prostfedi a roztoky:
MRS (Difco)

Hugo-Jago (trypton 30g/1 (Difco), extrakt z kvasinek 10
g/l (Difco), laktoéza 5 g/l (Difco), KH,PO, 6 g/l, hoveézi
extrakt 2 g/l (Difco), agar 2 g /1 (Difco))

M17 (Difco)
DMEM (Eagle prostfedi v Dulbeccové modifikaci)

CFA ( podle  Ghosh a spol Journal of Clinical
microbiology, 1993 31 2163-6)

Miller Hinton agar (Oxoid)
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LB (Luria Bertami, Maniatis, A Laboratory Handbook, Cold
Spring Harbor, 1992)

Antibiotika byla ziskana ze Sigma
cl acetat (53,4 ci/mmol, Amersham International PLC)

PBS (NaCl 8 g/l, KCl 0.2 g/1, Na,HPO; 1.15 g/l, KH,POs 0.2
g/1) ‘

Roztok Trypsin-EDTA (Seromed)
FCS fetalni teleci sérum (Gibco)

E.coli DAEC 1845 byla ziskana z( Washington University,
Seattle) a E.coli JPN15 byla ziskadna z (Center for Vaccine
Development of the University of Maryland, USA). Kmen
salmonella typhimurium SI 1344 byl ziskdn z (Department of
microbiology, Standford UniVersity, CA, USA).

Priklad 1

Isolace bakterii kyseliny mlé&né ze stolice déti

z plen 1l6ti zdravych déti ve stari 15 aZ 27 dni, byly
sebrany &erstvé stolice. 1 g Gerstvé stolice byl umistén za
anaerobnich podminek pro transport do laboratofe a béhem dvou
hodin prob&hly mikrobidlni analyzy zkoumanych vzorkt réznymi
¥Yedénimi v Ringerov& roztoku a ockovanim na selektivni Zivné
ptidy. K izolaci bakterie kyseliny mlécné byl uZit MRS agar plus
antibiotika ( phosphomycin 80 ug/ml, sulfamethoxazol 93 ug/ml,
trimethoprim 5 pg/ml), které byly inkubovany po dobu 48 hodin
p¥i 37C. Kolonie byly nahodné vybrany a &¢istény. Fysiologické a

genetické charakteristiky byl provedeny na izolatech.
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Priklad 2

Kultivace bun&k Caco-2

Pro inhibi&ni zkoudky byla Jjako stfevni model uzZita
pund&na linie Caco-2. Tato bunéénd linie pfedstavuje vyznalné
vlastnosti pro stfevni buiiky, takové jako je napriklad
polarizace, exprese stfevnich enzymd, produkce  ur&itych

strukturalnich polypeptidd apod..

Buiiky byl péstovany na t¥ech ruaznych podloZkach,
jmenovit® na miskach z plastické hmoty 25 cm? (Corning) pro rust
a mnoZfeni, na odmasténych a sterilizovanych sklenénych plotnach
se Sesti vyhloubenimi 22 x 22 mm (Corning) pro zkouSky adhese a

na plotnach s 24 vyhloubenimi pro inhibicni zkousky.

Po druhém dni pé&stovani bylo Zivneé prost¥edi (DMEM) denné
ménéno. Pred uZitim bylo Zivné prostredi doplné&no s 100 U/ml
penicilinu/streptomycinu, 1 pg/ml  amphoterinu a 20% FCS,
inaktivovanymi p¥i 56°C po dobu 30ti minut. Pé&stovadni bylo
provedeno pri 37°C v ovzdudi, které obsahovalo 90% vzduchu a
10% CO,. Buiiky byly deéleny kazdych Sest dni. Bunky byly sebréany
ze stén vyhloubeni plsobenim PBS s 0.25% trypsinu a 3 mM EDTA
pfi pH 7.2. Pro neutralizadéni u&inek trypsinu byl k ziskane
buné&né suspenzi pfidan odpovidajici objem FCS, smé&s byla
centrifugovana (10 minut p¥i 1000 ot4d&kAdch =za minutu) a
usazenina byla opé&t umisténa do kultury. Do nové kultivadni
lahve bylo premisténo kolem 3.5 X 10° buné&k, které byly

kultivovany az do vzniku splyvajici monovrstvy.
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Priklad 3

Kultivace bakterii

ST11:

Bakterialni kmen E.coli byl skladovan p¥i teploté -20°C
v MRS prostfedi, které obsahovalo 15% glycerolu. Kmen rostl za
anaerobnich podminek v MRS a dvakrat byl béhem 24 hodin
pfenesen pfed uZitim inhibiénich zkoudek do nového prostfedi.

Pro zkoudku byla uZita koncentrace 2x10° cfu/ml.

Supernatant byl shromazdén centrifugaci p¥i 20.000
otadkach za minutu po dobu jedné hodiny a nasledné byl ziskany

supernatant zkouman na pritomnost bakterii.

E.coli:

Byly uZity dva kmeny E.coli DAEC C 1845 (Enteroinvasivni
E.coli) a E-coli JPN 15 (EPEC; enteropatogenni E.coli).

Prvni pasaz po rozmrazeni byla provedena na CFA-Muller
Hinton agaru, ktery je vhodny pro plisobeni exprese adhesivnich

sloZek bakterii.

Bakterialni buiky byl pred kaZdou zkousSkou inkubovany pri
37°C a premistény do nového prostfedi, coZ Dbylo provedeno
dvakrat po 24 hodinach. JelikoZ JPN15 obsahuje geny pro
ampicilin, bylo uvedené antibiotikum uZito pro selekci béhem

rastu.
Salmonella:

Pro zkousky byl pouZit kmen SL 1344 salmonelly

typhimurium, ktery rostl p¥ed pouZitim v LB prostfedi.

T ]
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Priklad 4

Inhibi&ni zkoudka pro E.coli

Patogenni bakteridlni kmeny Dbyly po druhém ptfenosu do
nového prost¥edi oznaleny radioizotopy za pouziti cH-acetatu
pfi 10 uCi/ml v LB prostfedi. Inkubace kmenl v tomto prostiedi
prob&hla b&hem 18ti hodin pfi teplot& 37°C.

Bakterialni suspenze byla ndsledné podrobena centrifugaci
(1041 g, 15 minut), tak Ze se eliminoval supernatant se
zbyvajicim cl_zcetatem. Usazenina byla rozptylena a promyta
v PBS a bunky byly rozptyleny v 1% sterilni manose
v koncentraci kolem 10° bun&k/ml. Manosa Jje zndm& k inhibici

nespecifické adhese.

Rozdilné bakterialni kmeny (E.coli) byly pfivedeny do
styku s monovrstvou pundk Caco-2 (37°C, 10% COZ, 90% wvzduchu)
po dobu 3 hodin. Byly provedeny ty samé zkouSky za pouziti
supernatantu (ziskaného centrifugaci p#i 20.000 otackach za

minutu po dobu 40ti minut).

Kontrolni patogenni bakterie byly ptivedeny do styku
s Caco- monovrstvou bez sou&asného pfidani STI11 nebo kultury

supernatantu.

Prostfedi bylo po 3 hodinoveé inkubaci zménéno a
monovrstva byla t¥ikrat promyta v PBS. Kaidébpromyti zahrnovalo
20x michani roztoku PBS tak Jjako hlavné eliminaci veSkeré
nespecifické adhese. Bunky byly poté rozruleny pridanim 1 ml
uhliditanu sodného a inkubovany po dobu 40ti minut pri 37°C.
pevny podil (250 wl) byl po homogenizaci zfedén v 5 ml
scintila&ni kapaliny (Hionic-fluor Packard) a spo&itan (Packard

2000) . Procento adhese patogennich bundk k buiikdm Caco-2 bylo
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spoditano proti kontrole, kterd byla nastavena na 100% (adhese

nebo pro pfiklad 5 invase).

Priklad 5

Inhibié&ni zkoudka pro salmonellu

Salmonelly Jjsou Dbakterie, které napadaji epitelialni
buiiky a mno¥i se tam. Pro urceni inhibi&ni &innosti ST11 kmenu
salmonella typhimurium, byl inkubovan SL 1344 v prostfedi
s obsahem Cl%-acetatu, jak popsédno vySe, a byl podrobeh zkoudce

popsané v pfikladu 4.

Buiiky Caco-2 byly po inkubaci promyty PBS k eliminaci
viech neadherentnich bun&k. Nasledné bylo p¥idano prosttedi,
které obsahovalo gentamycin (20 pg/ml) a inkubace trvala 1
hodinu p¥i 37°C. Gentamycin je antibiotiku nepronikajici
stfevnimi bunkami, tak Ze viechny extracellulédrni
mikroorganismy byly usmrceny, kde>to salmonella, ktera JiZ
pronikla stfevnimi bufikami, bude pfeZivat. Po promyti bunék
dvakrat v PBS, byly buiflky rozrudeny pEidanim sterilni
destilované vody a byla mé&fena radioaktivita, Jjak popséano

v pfikladu 4.

Vysledky pokust 4 a 5 Jsou zndzornény na obr. 1 aZi 4.
Mise se zdat, Ze pé&stované buiky ST1l a kultura supernatantu
byly extrémné ucinne v prevenci adhese a invase patogennimi

mikroorganismy, které zplsobuji priijem, do stfevnich bunék.
P¥iklad 6

Vlastnosti ST11

ST11 byl podroben inkubaci v napodobené Jaludedni Stave.
Napodobena Zalude¢ni Sstava byla pfipravena suspendovanim

pepsinu (3g/l) ve sterilnim izotonickém roztoku chloridu
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sodného (0.5% hmotnostnich) a upravou pH na 2.0, respektive na

3.0 koncentrovanou HCl. ST1l rostl v rlznych mnoZstvich ve vyse

uvedeném prost¥edi a byla urlovédna resistence mikroorganismi.

vysledky jsou shrnuty v tabulce I nize.

Tabulka I
pH |Cfu/ml Cfu v case|Cfu v &ase|Cfu v Case|Cfu v Case
v Gase 0 |1 minuta 15 minut 30 minut 60 minut
2.0 |2.0x 10° [1.8 x 10° 1.2 x 10° |3.7 x 10° 7.0 x 10°
3.0 |2.0x 10° |1.9 x 10° 1.7 x 10° |1.7 x 107 8.4 x 10°

3711 m&l nasledujici vlastnosti, jak ureno podle zplsobl

popsanych pro druhy bakterii kyseliny mlé&né (Vydavatel, B.J.B.

Wood a W.H.Holzapfel, Blackie A&P).

-gram pozitivni

-negativni

-negativni

-negativni

-negativni

—-rostou

na katalaz

na tvorbu

v p¥itomnosti

koncentraci vy33i nez 0.4%

u

CO,

zluCovych

na tvorbu NH; formy argininu

na produkci L(+) kyseliny mlécné

soli

pri jejich
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P¥iklad 7

Rist ST1l za rtznych podminek

ST11 byl inkubovan p¥i 37°C v prostfedi na basi rajcat
(4% raj&atovy préasek rehydratovany v destilované vodé)
doplnéném sachardézou (0, 0.5, 1 nebo 2%) nebo peptonem séji
(0.5%) nebo glukdzou (0.5%) pro riiznd d&asovad obdobi. Vysledky

jsou znazornény na obr. 5.

ST11 byl da&le p¥idan k prostfedi,které sestavalo z ryzové
mouky (3%), p3eni&né mouky (2%) a sacharézy (3%), V mnoZstvi
2.5% a bylo inkubovéno pfi 37°C a? bylo dosaZeno pH 4.4. Po
zchlazeni byl produkt zabalen s pridanim vitaminu C nebo bez

pFidani vitaminu C a skladovan pfi 10°C.

Obr. 5 znazoriiuje udaje pfeZ?iti ST11l pfi 10°C v obilné
tekutin&, zabalené v rlznych materialech z plastické hmoty

(HDPE High density polyethylene, PS polystyrene) .
Priklad 8

Indukce syntézy IL-12 a IL 10 mRNA my3ich adherentnich bunék

prost¥fednictvim ST11

Buitky kostni dfené byly izolovany z femuru a tibie 8
tydntt starych specifickych mySich C57BL/6 patogenld prostych a
byly inkubovany v koncentraci 2x10° bun&k/ml v RPMI prostfedi
(Gibco), které obsahovalo 10% fetalniho hové&ziho séra, 1mM L-
Glataminu, 12mM Hepes, 0.05 mM 2-merkaptoetanolu, 100 U/ml
penicilinu a 100 pg/ml streptomycinu (vSechna cinidla z Gibco)
po dobu 12ti hodin p¥i 37°C v 5% CO, ovzdudi. Neadherentni
bunky byly vylougeny t¥emi postupnymi promytimi teplym Zivnym
prostfedim a zbyvajici adherentni bufiky byly sebrany a
inkubovany v koncentraci 10° bundk /ml po dobu 6ti hodin

v optimalnim &ase pro syntézu cytokinu mRNA my3ich adherentnich
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bun&k v odpovd&di na LPS. Byly pfidany bakterie v rtznych
koncentracich v rozmezi od 10° aZ 10° cfu/ml. Bakterie byly

p&stovany a skladovany jak udano vy3e.

Nakonec 6ti hodinového kultiva&niho obdobi byly bufky
izolovany centrifugaci a rozrudeny uZitim reakéniho balicku
TRIzol (GibcoBRL, Kat. &. 15596-018) podle vyrobnich instrukci.
Uplna RNA byla izolovédna precipitaci izopropanolu a byla
reversnéd transkribovana do cDNA po dobu 90ti minut pri 42°C za
pou?iti 200 U reversni trankriptazy (Superscript II, BRL)
v reakénim objemu s obsahem 200 mM Tris pH 8.3, 25 mM KCl, 1
ng/ml oligo d(T)s (Boehringer Mannheim), T mM DTT (Boehringer
Manheim), 4 mM kazdé dNTP (Boehringer Mannheim) a 40 U/ml
Rnasin (Promega). Byly uZity PCR priméry a podminky, Jjak JiZ
bylo popsano (Kopf a spol., Journal of experimental Medicine 1.
2471 1996; 184(3):1127-36). MnoZstvi cDNA bylo normalizovano ve
vzorcich uzitim  primérd specifickych  pro geny (B-2-
mikroglobulin) . Produkty PCR byly oddéleny na 2% agarovém gelu

a pasy byly analyzovany pod UV zarenim.

Jak znazornéno na obr. 7, ST1l vykazuje nejsilnéjsi
indukci IL-12 a IL-10 mRNA, kterad byla srovnatelna s hladinami,
pozorovanymi u pozitivni kontroly (E.coli). Rozdily jsou
nejlépe zfejmé pfi nejnizdich bakteriélnibh xoncentracich (10’

cfu/ml) .
Pfiklad 9

Suprese syntézy IL-4 prostfednictvim ST11

cp4* T Dbuiiky =ze sleziny specifickych my$ich BALB/cC
patogent prostych Dbyly istény uZitim Dbali&ku MiniMACS
(Miltenyi Biotec, Kat. &. 492-01). CD4™ T buitky byly péstovany
pfi koncentraci 2x10°  bundk/ml v RPMI prostfedi, které

obsahovalo 10% fetalniho hovéziho séra, 1 mM L-glutaminu, 12 mM
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Hepes, 0.05 mM 2-merkaptoetanolu, 100 U/ml penicilinu a 100
Hg/m1 streptomycinu a bunky byly aktivovény bé&hem jednoho tydne
protildtkami vézanymi priénymi vazbami k plotnam =z CD3 (klon
2C11) a CD28 (klon 37.51, oboji protilatky z Pharmingen). B&hem

tohoto tydenniho péstovéni, byly burnky spoleé¢né péstovany

s adherentnimi bufkami kostni d¥en& (izolovanymi Jak popsano
vyge) Jjako pomocnymi bufikami a s 10° cfu/ml ST1l nebo 108
cfu/ml Lal nebo 1 mg/ml LPS nebo samotnym prostfedim. PO této
dob& byly builky promyty a CcD4* T buiitky byly Jjednou <&istény
uzitim MiniMACS balicku a opét stimulovany ve dvoutydenni

kultute, kterd obsahovala samotné prostfedi. Cytokiny,

produkované diferencovanymi CD4" T bufkami, byly mé¥eny po dvou
dnech v supernatantech pouZitim sendviCové ELISA ( balicky

z Endogen a Pharmigen).

vysledky jsou znazornény na obr. 5. Bufiky, diferencovane

za pritomnosti samotného prostfedi, ukazuji dominantni Th2

fenotyp, ktery Je charakterizovany vysokymi hladinami IL-4.
P¥idani ST11

diferenciace Th2, jak vyplyvd z osminasobného sniZeni produkce

k tydennim kulturam siln& modulovalo vysledek

IL-4. Tato inhibice byla podobné velikosti jak bylo POZOrovAano
v kulturach, ziskanych =z buné&k diferencovanych v pfitomnosti
LPS.Naproti tomu, jiny kmen Lactobacilla mé&l nemé&¥itelny dopad
na hladiny IL-4. Zajimavé je, Ze hladiny IFN-Y nebyly po

p¥idani ST11l v tydennich kulturach zvySeny.

ztejmé, uvedenych kment, podle

dobfe

Jak muZe byt z vyse

vynalezu, mohou Dbyt pfipraveny potravinové a/nebo

farmaceutické noside, které prind3eji vyhodu cennych vlastnosti

mikroorganismi.
Pfiklad 10

Kmen ST11 byl v klinické zkou$ce zkouman ve spolec¢nosti

z okoli Guatemala City na svoji schopnost zptsobit pIenos
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akutniho prijmu v obdobi destd, co? bylo zkou3eno vétdinou na
d&tech v této oblasti. Celkem bylo ve studii zahrnuto 203 déti
ve véku od 35 m&sich do 70ti mésicl, které piijaly ‘cilovou
davku 10° Zivotaschopnych organisma (ST11) nebo Zadnou davku
(placebo) béhem 29ti denniho pf#ijmového obdobi. Dé&ti, wvybrané
pro oboji vzorek a respektive placebo, mély typické nedostatky
v hmotnosti vzhledem k vé&ku a vy3ce vzhledem k véku, které jsou

charakteristické pro podvyZivu.

Pred zapo&etim p¥ijmového pokusu u pfed3kolnich déti bylo
bezpe&né provedeni zaloZeno na studiich in vitro a in vivo. In
vitro studie vykazovaly typickou resistenci pro antibiotika
podobnou typu u jinych lactobacilld uZitych pro potravinové
a&ely a Zéadny poﬁenciél pro tvorbu biogennich aminti, pro
degradaci hlenu a pro dekonjugaci 21uéo§§ch soli. V kontrolni
klinické studii s placebem, kterd zahrnovala 42 dospélych
dobrovolnikd, byl ST11l dobfe tolerovan a nevyvolaval Zadneé
neradouci udinky. Mezi potencidlnimi projevy byly monitorovany
plynatost, mnoZstvi stolic za den a konzistence stolice.
Hladiny proteind akutni faze nenasvéd&ovaly Zadné potencialni

zandtlivé reakci.

vzorky a placeba byly zabaleny do sa&kt v (Nestlé Product
Technology Center manufacturing facility v Konolfingen,
Svycarsko) a odeslany zmrazené do Guatemaly. Kazdy 10g sacek
obsahoval nosné prostfedi s Cokoladovym aroma a bud 0.2 g ST11
(10%° cfu) nebo v piipadé placeba 0.2 g mlécného pradku. Nosné
prostfedi s Zokoladovym aroma sestavalo =z kakaového préasku,
cukru, sojového lecitinu, vanilinu a skotice. Sacky byly
skladovany pfi 4° aZ 6°C az do dvou hodin pted pouZitim. Pfed
pouZzitim byly sacky rozpudtény ve 100 ml vody, poskytnutou
Nestlé. Tato voda byla prosta jakékoliv bakteridlni

kontaminace.




e se
se0e
eenme
.
»
'F¥YE L]
ens e
EER N4
>
'8 8
a0
»
“ssnae

22 L.

. LA .

podle pfiloZeného zépisu byl prijem definovan jako vyskyt
t71 nebo vice tekutych nebo neformovanych stolic béhem 24
hodinového obdobi. Priijmova episoda byla definovana jako
udalost, p¥i které do3lo k evidenci priajmu (t¥i pruajmovité
stolice bé&hem 24 hodin). Jeji celkové trvani v hodinach bylo
vypo&itano =z okamZiku prvni ze t¥i oznadenych stolic do
objeveni se prvni formované stolice nebo do obdobi 24 hodin bez
defekace. Pro dité&, které mé&lo ,novou"™ episodu, uplynulo od
konce predchoziho obdobi 48 hodin. JestliZe ne, pak to bylo
hodnoceno jako pokracovani té sameé episody a pro hodnoceni byla
u¥ita celkova doba trvani. Jeden z pfipadd bylo dité, které
zakusilo jednu nebo vice dokumentovanych episod prijmu b&hem 29
denniho sledovaného obdobi. Intenzita prajmovych episod byla
salofena na celkovém mnoZstvi Fidkych stolic. Slozky vaZnosti
episody zahrnuji pEitomnost krve, hlenu nebo hnisu ve
stolicich, spole&n& se symptomy horecCky a zvraceni. Jako vainou
klasifikovala episodu také intenzita sedmi stolic béhem 24
hodin nebo pot¥eba zasahu zdravotnickych odbornikll- na

klinikach, ve zdravotnickych stfediscich nebo nemocnicich.

Pokud byly priujmova episoda diagnostikovana ze
sledovaného systému, byl sebran vzorek prijmovité stolice pro
mikroskopické vySetfeni a péstovani k identifikaci
potenciidlniho etiologického patogena pro danou episbdu. vzorek
byl diagnostikovan na antigen rotaviru, glardie a E.
histolytica, v jednom pfipadé na dysenterii, a na bakteridlni
patogeny, zahrnujici Shigellu, Salmonellu, Aeromonas,

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

B&hem obdobi zkoumdni byly vzorky sebrany ke zkous3ce
schopnosti mikroorganismfi, obsaZenych b&hem obdobi podavani.
Ukazuje se, Ze mikroorganismy zstali Zivotaschopné v saccich

bdhem celé studie, tak Ze také na konci studie byly salky
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schopné dodat 10%° Zzivotaschopnych mikroorganismi na

rekonstituci s vodou.

Studie ukézaly, Ze  vzorky, obsahujici  probiotické
mikroorganismy, mohou sniZovat vyskyt prajmu na rozdil od
kontrolni skupiny (placebo), asi o 30%. Aviak, také kontrolni
skupina jiz ukazovala sniZené mnoZstvi vyskytu prijmu oproti
p&Zné populaci, kterd nepfijala ani vzorek ani placebo. Tento
novéjsi objev mlZe byt zcasti objasfiovdn na zakladé deéti, které
ptijimaly doplikovou hodnotnou vyZivu a vodu prostou
kontaminace. Nicméné&, poné&vadZ studie byla provedena v terénu,
mi¥e byt snadno odvozeno, Ze STI1l miZe spolehlivé& sniZovat

vyskyt prujmu in vivo.

Zastupuje:



L]

| ]

L4 :
. L] .

20 *e . et e

TPy Reon 3% 8Y

pietsad

PATENTOVE NAROKY

Kmen Lactobacillus ze skupiny bakterii kyseliny
mlé&né, pfisludejicich k rodu Lactobacillus,
vyznaé&uijici se tim Z e ma
schopnost piedchazet kolonizaci stfeva

patogennimi bakteriemi, které zplisobuji prijem.

Kmen Lactobacilla, podle narcku 1, vy zna -
guijici se tim Ze Jje schopny adhese

ke st¥fevni sliznici hostitele.

Kmen Lactobacilla, podle nékterého
z predchazejicich narokl, vy zn a ¢ u j ici
se t im, %2 e je schopny ristu za pfitomnosti

vice ne% 0.4% ZluCovych soli.

Kmen Lactobacilla, podle nékterého
z pfédchézejicich ndroku, vy zna ¢ u jici
s e t £ m, ¥ e je vybrdn ze skupiny, ktera
sestava z Lactobacillus rhamnosus nebo

Lactobacillus paracasedil.

Kmen Lactobacilla, podle naroku 4, vy zn a =
Eujici se tim Ze Je Lactobacillus

paracasei.

Lactobacillus paracasei, podle naroku 5,
vyznac¢uijici se £t 1im Z e jde o

Lactobacillus paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461) .
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Pouziti kmene Lactobacillus, podle nékterého

z ptedchazejicich naroku, pro ptipravu

poZivatelného nosice.

Pouziti, podle naroku 7, pti némz kmen
Lactobacillus je obsaZen v nosi¢i v mnoZstvi od

kolem 10° cfu/g aZ kolem 10'* cfu/g nosice.

Pouziti supernatantu kultury kmenu
Lactobacillus podle néktereho z narokd 1 az 6,

pro pripravu poZivatelného nosice.

Pouziti podle né&kterého z ndroku 7 nebo 9, pri
ném? nosiem je potravinovy prostfedek, vybrany
z mléka, jogurtu, tvarohu, syru, fermentovanych
mlék, fermentovanYch produktd na basi mléka,
zmrzlin, fermentovanych produktll na basi

obilovin, praskovych mlék, kojenecké vyzivy.

Pouziti, podle né&kterého z néroku 7 az 10, pri
ném? nosid& je uZit pro léeni a/nebo profylaxi

poruch, spojenych s prijmem.

Potravinovy nebo farmaceuticky prostfedek, v y -
zn a &uijici se tim Ze obsahuje
nejméné jeden kmen Lactobacilla, podle nékterého
z nadrokt 1 aZ 6, nebo supernatant nebo jeho

kulturu.

Potravinovy nebo farmaceuticky prostiedek, podle
naroku 12, vy znacuji-ci se t im,
e je vybran =z mléka, jogurtu, tvarohu, syru,
fermentovanych mlék, fermentovanych produktd na
basi mléka, zmrzliny, fermentovanych produktld na
basi obilovin, praskovych mlék, détské vyZivy,

tablet, kapalnych bakteridlnich suspenzi,



sudenych oralnich dopliikl, vlhkych oralnich
dopliiki, suchych potravinovych p¥ipravkll pro
podéani sondou nebo vlhkych potravinovych

pripravkl pro podani sondou.

Zastupuje:
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Inhibice invase Salmonella typhimurium v prubéhu

styku se supernatantem kultury NCC2461
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