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Fremgangsmite ved utvinning av kulturer ved selektiv dyrkning
av lactobakterier.

Foreliggende oppfinnelse angdr en fremgangsmdte ved utvinning

av kulturer ved selektiv dyrkning av lactobakterier.

Lactobakterier er de i stoffskiftefysiologisk henseende mest
spesialiserte bakterier. Av denne grunn blir de i tiltagende grad
anvendt ved pdvisning av selv i mikromengder foreliggende amino-

syrer, vitaminer og andre biovitale stoffer.

P& grunn av deres spesielle krav til neeringssubstrat og
vanskelige\dyrkning, er det rutinemessig hittil bare anvendt f3&,

forholdsvis robuste arter.

En av de mest pAvirkelige og fordringsfulle av lactobakteriene
er Lactobacillus bifidus, som vokser i renkultur i avfgringen til
brysternzrte spebarn, men som forsvinner sdsnart som morsmelken
erstattes med flaske-kumelk. Allerede ved ubetydelige endringer i
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sammensetningen av dens optimale naringssubstrat, stanser dens

vekst.

Det er kjent, f.eks. fra DAS 1.038.240 og fransk patent 2.427M,
4 dyrke lactobakterier sammen med den ikke patogene Escherichia
coli, men mén har hittil ikke ansett det for mulig 3 dyrke de fgl-
somme lactobakterier sammen med patogene tarmbakterier, da disse
siste, som er ytterst robuste og hurtigvoksende og ikke stiller store
krav til n@ringssubstratet, hurtig utkonkurrerer og tilintetgjgr
lactobakteriene. Det har imidlertid vist seg at noen fi& lacto-
bakterier ikke tilintetgj@gres av de patogene bakterier. Formilet
med oppfinnelsen er ved selektiv dyrkning & tilveiebringe kulturer
av slike lactobakterier som er tilpasset til de patogene tarmbakter-
ier og dessuten er mere robuste enn de patogene bakterier slik at de

kan utkonkurrere disse.

Ved fdreliggende fremgangémdte utvinnes kulturer ved selektiv
dyrkning av lactobakterier, ved at man til et naringssubstrat
+ inneholdende kjente lactobakterier tilsetter kim av patogene tarm-
bakterier, som kim av tyfus-, paratyfus-, enteritis-, dysenteri-
eller dyspebsicolibakterier, og derefter foretar en overpodning til
et neringssubstrat, tar ut lactobakterier herfra, og padny overpoder
dem til et nezeringssubstrat inneholdende de nevnte patogene kim,
gjentar denne overpodning flere ganger og derpd overpoder de si-
ledes selektivt dyrkede lactobakteriekim i et neringssubstrat som er

fritt for de nevnte patogene kim.

En heﬁsiktsmessig utfgrelsesform av foreliggende fremgangsmite
bestdr i at der forut for den siste overpodning av de dyrkede lacfo-
bakterier til et patogenkimfritt naringssubstrat foretaes en over-
podning til et nzringssubstrat som inneholder drepte patogene kim
fra tarmbakterier. Herved opgnir man absolutt sikkerhet for at det
til slutt obpnédde lactobakterieholdige substrat er fritt for

patogene kim.

En anﬂén hensiktsmessig utfgrelsesform for foreliggende frem-
gangsmite best8r i at der som siste patogenkimfrie neringssubstrat
anvendes et tyktflytende neringssubstrat pd basis av melk og/eller
lever. Et s}ikt tyktflytende neeringssubstrat har pd grunn av et
forholdsvis lavt vanninnhold en forhalende virkning pa lactobak-
terienes vekst.

En ytterligere hensiktsmessig utfgrelsesform for foreliggende

fremgangsmété bestdr i at den siste lactobakteriekultur inneholdende
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neringssubstrat gjgres holdbar ved tgrring, frysning eller fryse-
tgrring. Herved oppndes et preparat med en til praktiske formdl god
holdbarhet.

Det skal tilfgyes at der .ved foreliggende fremgangsmate kan
tilsettes tarmslimhinne eller aktive stoffer derav til neerings-

substratet.

Foreliggende fremgangsmdte gjgr det mulig & kunne dyrke Lacto-
bacillus bifidus selv i store mengder. Innpodet i kolonier, en
pasta eller oppslemning av de ovennevnte kim av patogene tarmbak-
terier, blir veksten av Lactobacillus bifidus i betraktelig grad pa-
skyndet. Herved foregdr, som man kan vise i mikrotransplanterings—
forsgk med mikromanipulatorfgrte glasstrdder, en nesten fullstendig
utkonkurrering av koloniene av patogene kim til fordel for de

Lactobacillus bifidus-kolonier som til slutt nesten utfyller dem.

En ved lgpende ensartede passasjer i ansamlinger av de oven-
nevnte patogene kim dyrket Lactobacillus bifidus er, overfgrt pa
mennesker eller dyr, istand til ogsd in vivo & utkonkurrere de
angjeldende patogene kim og desimere dem i den grad at den av dem

fremkalte sykdom opphgrer.

Hvis de s8ledes dyrkede Lactobacillus bifidus bakterier
administreres til friske mennesker eller dyr, beskytter de pad samme
mate som fysiologiske tarmbakterier deres vertsorganisme mot even-

tuelle i legemet innkommende sykdomskim.

P4 basis av det ved foreliggende fremgangsmite fremstilte
produkt kan man fremstille legemidler som inneholder lactobakterier,
spesielt Lactobacillus bifidus og/eller Lactobacillus acidophilus
som er spesielt tilpasset til patogene bakterier, ellexr disses egge-
hvitestoffer.

Eksempel 1

0,1 ml renkultur av en fra frisk avfgring fra et diende spe-
barn uttatt, in vitro i melk dyrket stamme av Lactobacillus bifidus
podes i 10 ml skummet sgtmelk. Efter 10 timers inkubering til-
settes der 0,1 ml at en patogen dyspepsicolistamme, og der inkuberes
i ytterligere 10 timer. Derefter foretaes der utpodning pad nezerings-
substrat i plateform og 24 timers anaerob inkubering ved hjelp av
vanlige, i handelen forekommende bakteriologiske arbeidsredskaper.
Efter undersgkelse av de 3pnede, inkuberte plater under et vanlig,

i handelen forekommende spesialmikroskop kan begge slags kim pi
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grunn av deres artskarakteristiske, forskjellige farvefremtoningspreg
utskilles ngyaktig og anvendes igjen til subkulturer pd samme mite
som anfgrt ovenfor. Efter med 2 dagers mellomrom gjentatte,
gjennom maneder utfgrte symbiosedyrkninger av disse to slags kim i
melk med stadig foretatte mellomliggende utvelgninger av de til
enhver tid t11 de patogene kims protein best tilpassende bifiduskim
utf@gres dyrkningen av den siste bifidus-subkultur derpd til massiv
kimformering pa et absolutt dyspepsicolifritt naeringssubstrat pi
basis av meik og/eller lever. Herav kan smd mengder uttaes. Ner-
ingsmediet kan ved tgrring og frysetgrring opparbeides til et hold-
bart preparat. '

Eksempel 2

Stadig gjentatte symbiosedyrkninger av dyspepsicolibakterier
'og bifiduskim utfgres ifglge eksempel 1, men fgr den massive former-
ing av den siste bifidus-subkultur i patogenkimfritt naringssubstrat
innskytes f@glgende nestsiste subkultur for i tilfelle av en feil

ved de mellomliggende utvelgelser a ha absolutt sikkerhet for at
det oppnddde preparat er dyspepsicolifritt.

Dyspepsicolikimene podes i de ovenfor angitte mengdeforhold i
melk, inkuberes i 3 timer og drepes derpd ved oppvarmning i 30 min-
utter til 60°C. Derefter innpodes de ovenfor angitte mengdexr av
bifiduskim.l Denne nestsiste subkulturs vesentlige forskjell fra de
foregdende dyrkninger bestdr sdledes i at bifiduskimene dyrkes i
melk som inneholder utelukkende drepte dyspepsicolikim, og dermed
uten betenkning kan inngies pr. os til profylaktiske eller tera-
peutiske formal.

Eksempel 3

Fra hver avfgring fra en forsgksperson ble der med en platina-
1gkke uttatt en brgkdel av et gram som ble smurt pa et proteln—
holdig, ved hjelp av agar i gelform overfgrt fast neringssubstrat.
Neringssubstratet ble derefter inkubert i et tidsrom pd 1 - 3 dager
ved 37_— 429c, og derpd ble en mengde omtrent av stgrrelse som et
knappendlshode av bifiduskoloni podet i ca. 50 ml steril melk.
Derefter ble en omtrent like stor mengde (likeledes av omtrent
samme stgrrelse som et knappenélshode) av i1 handelen forekommende
dyspepsicolikim innfgrt i den samme melk, hvorefter der ble fore-
tatt en inkubering av ca. 2 dagers varighet ved 37 - 42°c. Derefter
ble der med .en vanlig lgkke uttatt en brgkdel av en ml, som ble

strgket ut pd at fast neringssubstrat og igjen inkubert i ca.

-
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2 dager ved 37 - QZOC. Herefter ble der under anvendelse av et
spesialmikroskop og biokjemiske kontrollforanstaltninger med en
vanlig 1lgkke uttatt en enkelt renkulturkoloni av Lactobacillus
bifidus, som ble podet i ca. 50 ml steril melk og igjen inkubert
ved 37 - 420C i ca. 1 dag. Denne melk ble derefter inntatt pr. os.
Fra den neste avfgring ble der igjen uttatt en liten mengde, hvor-
efter man gikk frem som ovenfor beskrevet. Denne stadig gjentatte
tilpasning av Lactobacillus bifidus til patogene kim og tarmmiljg
er inntil nu blitt utfgrt ca. 400 ganger efter hverandre, uten at
der kunne konstateres den minste helbredmessige skade pd forsgks-

personen.

Patentkraw

1. Fremgangsmate ved utvinning av kulturer ved selektiv dyrkning
av lactobakterier, karakterisert ved at man
til et neeringssubstrat inneholdende kjente lactobakterier, til-
setter kim av patogene tarmbakterier, som kim av tyfus-, para-
tyfus-, enteritis-, dysenteri- eller dyspepsicolibakterier, og
derefter foretar en overpodning til et neeringssubstrat, tar ut
lactobakterier herfra, og pdny overpoder dem til et neringssubstrat
inneholdende de nevnte patogene kim, gjentar denne overpodning
flere ganger og derpd overpoder de s8ledes selektivt dyrkede lacto-
bakteriekim i et neringssubstrat, som er fritt for de nevnte pato-

gene kim.

2. Fremgangsmdte ifglge krav 1,

karakterisert ved at der forut for den siste
overpodning av de dyrkede lactobakterier til et patogenkimfritt
neringssubstrat foretaes en overpodning til et nsringssubstrat som

inneholder drepte patogene kim fra tarmbakterier.

3. Fremgangsmate ifglge krav 1

karakter i,s ert ved at der som siste patogenkim-
frie neringssubstrat anvendes et tyktflytende neringssubstrat pa
basis av melk og/eller lever.

4. Fremgangsmate ifglge krav 1 eller 3,
karakterisert v ed at 'den siste lactobakterie-
kultur inneholdende ne:eringssubstrat gjgres holdbar ved tgrring,
frysing, eller frysetgrring.

Anfgrte publikasjoner:

Fransk patent nr. 2427 M
Tysk utl.skrift nr. 1.038.240
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