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Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarza-
nia aktywnego preparatu bakterii mlekowych od-
pornego na dziatanie r6znych lek6éw, a w szczegdl-
no$ci antybiotykéw i sulfonamidéw.

Ostatnio w zwigzku z rozwojem antybiotykow,
chemoterapie zastosowano réwniez do leczenia prze-
wodu pokarmowego i wykazano wyrazne terapeu-
tyczne efekty. Jednakze, nieodpowiednie stosowa-
nie antybiotykéw jest przyczynag pojawienia sie od-
pornych bakterii wywolujgcych czerwonke, zwiek-
szenia superinfekcji i zmniejszenie sie ilosci lub
niszczenia pozytecznych bakterii w jelitach.

Dlatego w ostatnich latach leczenie preparatami
bakterii mlekowych zapoczatkowane przez Miecz-
nikowa jest nadal stosowane w terapii i zapobie-
ganiu zakazeniom przewodu pokarmowego takim
jak czerwonka, zakazenie durowe i inne lub w te-
rapii i zapobieganiu superinfekcji.- Stosowanie tych
preparatéw jest szeroko znane.

Jednak, bakterie mlekowe stosowane w znanych
preparatach sa wrazliwe na antybiotyki, przez co
preparat staje sie terapeutycznie nieefektywny, gdy
jest jednoczeénie stosowany w chemoterapii obej-
mujgcej antybiotyki.

Tak wiec, jednym z celow wynalazku jest wy-
tworzenie preparatu odpornych bakterii mleko-
wych, zawierajacego bakterie mlekowe, ktére nie
tracg aktywno$ci gdy sa jednocze$nie stosowane z
réznymi rodzajami antybiotykéw i sulfonamidow.

Ponadto, innym celem wynalazku jest wytworze-
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nie bakterii mlekowych, ktére posiadajg szerokie
zréznicowanie odporno$ci na rdzne rodzaje anty’-
biotykoéw i sulfonamidow.

Z japonskiego opisu patentwego nr 587370 zna-
na jest metoda wytwarzania preparatu zawierajg-
cego szczep Streptococcus faecalis BIO — SMR na-
lezagcy do bakterii mlekowych odpornych na dzia-
lanie streptomycyny. Jednakze, ostatnio w chemo-
terapii spotykane sg liczne przypadki, w ktérych
stosuje Si¢ wiecej niz dwa rodzaje antybiotykow
i sulfonamidéw. Preparat bakterii mlekowych po-
siadajgcy odpornos$¢ na dzialanie tylko jednego ro-
dzaju antybiotyké6w nie ma w tym przypadku
praktycznie korzystnej wartosci.

Preparat bakterii mlekowych, ktéry wykazywalby
leczniczg warto$é, gdy bedzie stosowany jednoczes-
nie z réznymij antybiotykami i sulfonamidami musi
zawieraé bakterie mlekowe odporne na jednoczes-
na obecno$§é réznych rodzajéw antybiotykéw i sul-
fonamidéw. Zgodnie z tym konieczne jest wyizolo-
wanie bakterii mlekowych majgecych cechy stawa-
nia si¢ odpornymi jednoczesnie na dwa lub wiecej
réznych antybiotyk6éw. Nalezy uniknaé przypadku,
aby bakterie mlekowe byly odporne . na przyktad
na streptomycyne, a trudno byloby w&wolaé u nich
odporno$¢ na dzialanie innych antybiotykéw lub
aby bakterie byly odporne na inne antybiotyki niz
streptomycyny, a posiadaty juz zmniejszong w pew-
nym stopniu odporno$§é na streptomycyne.

Po drugie, konieczne jest by bakterie mlekowe,
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posiadajace odporno$é na leki, nie przekazywaly
tej odporno$ci komérkom potomnym. Jest to uza-
sadnione tym, Ze preparat bakterii mlekowych, po-
siadajacych zdolno$é przekazywania odpornosci na
leki komérkom potomnym, podany pacjentowi, wy-
wolywatby takze powsﬁ:awanie odporno$ci na leki
u wirusa i u zarodnikéw bakterii powodujacych
zapalenie okreznicy, w wyniku czego zaistnialby
zly wplyw na terapie u pacjenta.

Po trzecie, konieczne jest, aby bakterie mlekowe
posiadajace odporno$é na leki wykazywaly odpor-
no$¢ stabilng i nie wykazywaly uzaleZnienia od
pewnych lekéw. Jezeli nawet bakterie mlekowe u-
zyskaly odpornosé na rézne rodzaje antybiotykow
i sulfonamidéw, traca one warto§¢ jako preparat
leczniczy gdy ich odporno$é latwo zanika. Bakterie
mlekowe, majace odporno$é na poszczegllne leki
takie, jak streptomycyna, wykazujg zalezno$é od
streptomycyny, w wyniku czego wymagaja strepto-
mycyny jako niezbednej substancji wzrostowej i w
ten spos6b powodujg konieczno$¢ dodawania do po-
zywki podczas hodowli antybiotykéw, od ktérych
bakterie mlekowe sg uzaleznione.

Ostatecznie, czwartym punktem jest konieczno$é
otrzymania do hodowli preparatu bakterii mleko-
wych w postaci stabilnego proszku, tak aby wzrost
bakterii mlekowych w pozywce hodowlanej byt
obfity. Zazwyczaj bakterie mlekowe, ktore staja
sie¢ odporne na leki wykazuja zmniejszong obfitos$é
wzrostu w pozywce hodowlanej, jest wiec koniecz-
ne wyselekcjonowanie bakterii mlekowych, ktérych
obfito§¢ wzrostu nie zmniejsza sie z powodu od-
pornoSci na leki.

W wyniku badan zwigzanych z selekcjg bakterii
mlekowych spelniajacych wymienione wyzej wy-
magania i metody wywolania odpornosci u bakterii
mlekowych na roézne leki, stwierdzono, ze bakterie
mlekowe, ktére spelniajg te wymagania i wykazuja
odporno$¢ na antybiotyki i sulfonamidy mogag byé
wytwarzane sposobem wedlug wynalazku. Spos6b
ten obejmuje selekcje szczepu odpornego na sulfo-
namidy sposéréd szczepéw bakterii mlekowych na-
lezacych do Streptococcus faecalis i hodowli tych
szczepOw W pozZywce zawierajacej strep‘tomycyne
(oznaczona SM), chloramfenikol (oznaczong CM),
tetracykline (oznaczong TC), erytromycyne (ozna-
czong EM) i penicyline a-aminobenzylowa (ozna-
czona ABPC), odpowiednio, w taki sposéb, ze oma-
wiany szczep jest kolejno hodowany w pozywce,
zawierajgcej wyzej wymienione antybiotyki w ko-
lejnosci SM, CM, TC, EM i ABPC, metoda plytek
gradientowych i kolejnych posiewéw na pozywki
ze zwiekszajacym sie, lecz mniejszym od hamujace-
go stezenia antybiotyku w takim ukladzie, by wy-
wotaé¢ u szczepu odporno$é na te leki. Wytwarzany
tym sposobem szczep uzyskuje odporno$é na kana-
mycyne, fradiomycyne, oleandomycyne,
cyne, leukomycyne, penicyline GK, cefalorydyne,
gentamycyne, spiramycyne, bicyline, syncyline, o-
racyline, stafcyling, stafcyling V, metacyline S,
stafcyline A i natacyline, ponadto, na SM, CM, TC,
EM i ABPC.

Macierzysty szczep stosowany zgodnie ze sposo-
‘bem wedlug wynalazku, od ktérego pochodza bak-
terie mlekowe majgce odporno$é na rézne rodzaje
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antybiotyk6w i sulfonamidéw, jest odpornym na
sulfonamidy szczepem nalezagcym do Streptococ-
cus faecalis jak wymieniono wyzej i jest oznaczo-
ny BIO (japoniski opis patentowy nr 567370).

Metoda pozwalajaca by wymieniony szczep BIO
stal sie odporny na wymienione wyzej rb6zne ro-
dzaje antybiotykéw obejmuje nastepujgce czyn-
nosci. Szczep hoduje sie metoda plytek gradien-
towych na pozywce z laktoza i weglanem wapnio-
wym (oznaczona jako pozywka Ca LA) zawiera-
jacej SM w ciggu 72 godzin w temperaturze 37°C.
Wybierano kilka kolonii spo$réd rosngcych punkto-
wo na plytce z najwiekszymi stezeniami SM i
kazdg z tych kolonii posiewano metods rysowa na
pozywke Ca LA zawierajaca wieksze stezenie CM,
a nastepnie hodowano kolejno bosiewéiag', 16—17
razy na pozywki ze zwiekszajacym sie lecz mniej-
szym od hamujgcego stezenia antybiotyku (SM).

Zgodnie z uprzednio wymieniong metodg moze
by¢ otrzymany szczep BIO posiadajgcy wysokg od-
porno$é na SM. Nastepnie, takim samym sposobem
po przeprowadzeniu poprzednio wymienionych ko-
lejnych posiew6w hodowli w kolejnosci CM, TC,
EM i ABPC metodg plytek gradientowych i kolej-
nych posiewdw na pozywki ze zwiekszajgcym sie,
lecz mniejszym od hamujgcego, stezeniem antybio-
tyku mozna otrzymaé bakterie mlekowe majgce od-
porno$¢ na wiele lek6w. Taki szczep bakterii mle-
kowych oznaczono BIO-4R. Ten szczep zdeponowa-
no pod nr 184 w Agency of Industrial Science
and Technology, Fermentation Research Institute,
ktéry jest w Japonii instytutem uprawnionym do
deponowania bakterii.

Wykonujagc wymienione poprzednio kolejne po-
siewy hodowli posiewa si¢ w przypadku CM 30
— 40 razy, w przypadku TC 40—50 razy, w przy-
padku EM 16 —17 razy, w przypadku ABPC 20 —
30 razy, wowczas otrzymuje sie bakterie majgce
wysoka odporno$¢ na kazdy .lek.

Stopien odpornosci otrzymanych bakterii mle-
kowych szczep BIO — 4R na wymienione wyzej
leki w por6wnaniu ze szczepem macierzystym (BIO)
jest nastepujacy:

SM wiecej niz 2000 razy
CM 1000 ,,
TC 100 ,,
EM 50 ,,
KM 33 ,,
F 100 ,,
: 30 ,,
Oleandomycyna ... 15 ,,
Linkomyecyna ... 10 ,,
Leukomycyna . wiecej niz 60 ,,
Penicylina GK .. 20 ,,
Cefatorydyna .. 20
Gentamycyna .. . 40 ,,
Spiramycyna 250 ,,
Bicylina V2 . 32 ,,
Syncylina ..... . 32
Oracylina . 160 ,,

wiecej niz 5 ,
wiecej niz 32 ,,
wiecej niz 5
wiecej niz 5 ,,

320 ,

Stafcylina ...
Stafcylina V ..
Metacylina S ...
Stafcylina A
Natycylina
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Réwniez, w przypadku zastosowania sposobu
wedlug wynalazku ze szczepem Staphylococcus
209P stopienn odporno$ci na sulfonamidy jest wiek-
szy niz 2000 razy.

Pozywka Ca LA stosowana w metodzie plytek
gradientowych w celu wywotania odpornosci bak-
terii mlekowych BIO na r6znego rodzaju leki przy-
gotowywana jest w nastepujgcy sposob:

wyciag migsny 10 g
pepton ... 10 g
NaCl 2 g
laktoza .. 20 g
wycigg droZdZOWY ... 20 ml
weglan wapniowy stracony ... 10 g
agar 14 g

Mieszanine powyzszych skladnikéw rozpuszczo-
no w 1000 ml wody destylowanej. Po nastawieniu
pH i wyjalowieniu pozywke nalewano po 10 ml do
plytek Petri’ego. Pozywke zestalano w temperatu-
rze okolo 10°C, ustawiano poziomo i dodawano 10
ml pozywki o wymaganym stezeniu kazdego leku
i zestalano w formie warstwy. Przygotowana w ten
spos6b poziywka do metody plytek gradientowych
moze byé stosowana korzystnie jako pozywka hodo-
wlana do wywolywania odporno$ci na r6zne rodza-
je antybiotykéw. Bakterie mlekowe szczepu BIO —
4R, u ktérych wywolano odporno$é na takiej po-
zywce wymieniong metoda w kolejnosci SM, CM,

TC, EM i ABPC, posiewano do malej ilosci mleka -

w 10—15 butlach i hodowano w temperaturze 37°C.
Zestalone mleko hodowlane oddzielono z hodowli
i ponownie posiewano nowe mleko. Po kolejnych
wiecej niz 10 posiewach tej hodowli wybierano
szczep majacy zdolno$é do obfitego wzrostu. Me-
toda takich kolejnych posiewéw hodowli szeczep,
ktéry wykazywal w pierwszej hodowli tylko 50 do
60% zdolnosci wzrostu w koncowej wykazuje 100%
i okres zestalania mleka jest regularny 2 do 3 dni.

Otrzymany tym sposobem szczep bakterii mle-
kowych BIO — 4R latwo wyrasta w pozywce, kto-
rej glownym skladnikiem jest odtluszczone mleko,
przeto moze byé latwo suszony metodg rozpylowa.
Spos6b suszenia rozpylowego hodowlj bakterij mle-
kowych i przygotowanie stabilnego preparatu w
postaci proszku przedstawiono w japofiskim opi-
sie patentowym nr 502315. Istotg jego jest metoda
suszenia rozpylowego hodowli, ktéra przygotowano
z wymienionego wyzej szczepu bakterii mlekowych
majacych odpornosé na rézine leki w pozywce za-
wierajacej wysokie stezenia mleka. Do preparatu
bakterii mlekowych dodawany jest zazwyczaj nos-
nik.

Przeprowadzono nastepujgce badania sprawdzajg-
ce w celu potwierdzenia odpornosci na r6zine leki
i dzialanie preparatu bakterii mlekowych otrzyma-
nych sposobem wedlug wynalazku. '

Gdy wymieniony preparat razem z SM podawa-
no co dzien doustnie myszom, nie stwierdzono od-
biegajgcego od normy zwiekszania sie drozdzopo-
dobnych bakterii w kale. Gdy podawano tylko SM,
ilo§¢é drozdzopodobnych bakterii w kale zwiekszala
sie znacznie. Ponadto, gdy myszom podawano do-
ustnie szczep Salmonella enteritidis nr 11 z SM i
EM $miertelno$é wynosita 80% do 100%, jednakze,
gdy preparat bakterii mlekowych BIO-4R otrzy-
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many sposobem we g y«rl"
zem lub przed pod l\lyr,t ;
zmniejszala sie do 5 9&.‘_ oszé przqué : -;

rat bakterii mleko . o&‘zymanych spo ob\hﬁ

wedlug wynalazku na ocﬁ)arnosc na SM- M }ed-

noczesnie reguluje meno}mal‘ne zw1ql;szaxrle-s1_e } 0§~ -
ci drozdzy (zjawisko nadk zer¥ia) i glzfa}a_ ujg-

co na zakazenia wywolywane ?rsez.‘Salnfonella en-

teritidis.

Ponizszy przyklad 1lustruJe sposob wedlug wyna-
lazku nie ograniczajgc jego zakresu.

Przyktad. Streptococcus faecalis szczep BIO
— 4R posiewano na pozywke Ca LA przygotowang
jak opisano powyzej, do ktérej dodawano SM. Wy-
mieniony szezep hodowano metoda plytek gradien-
towych w ciggu 72 godzin w temperaturze 37°C,
Po okresie hodowli, spo$r6d kolonii ktére wyrosty
na ptytkach wybierano te, ktére zawieraly najwiek-
sze stezenie SM i stosowano je do kolejnych po-
siewébw na poiywke takiego samego rodzaju. Po
kolejnych 16 posiewach otrzymywano bakterie mle_
kowe majace duzg odporno$é na SM. Nastepnie,
bakterie mlekowe majgce odporno$é na SM posie-
wano kolejno 30 razy sposobem wyzej opisanym na
pozywki z dodatkiem CM w wyniku czego otrzy-
mywano bakterie mlekowe majgce odporno$é na
SM i CM. Nastepnie, bakterie mlekowe majgce od-
pornos¢ na SM i CM posiewano kolejno 40 razy
sposobem wyzej opisanym na pozywke z dodatkiem
TC w wyniku czego otrzymano bakterie mlekowe
majace odporno$é na SM, CM i TC. Nastepnie, bak-
terie mlekowe majace odporno$é na SM, CM i TC
posiewano kolejno 16 razy sposobem wyzej opisa-
nym na pozywki z dodatkiem EM w wyniku czego
otrzymano bakterie mlekowe majace odporno$é na
SM, CM, TC i EM. Ostatecznie bakterie mlekowe
majace odporno$¢ na SM, CM, TC i EP posiewano
kolejno 20 razy sp‘osobem Wyzej opisanym na pozyw-
ki z dodatkiem ABPC w wyniku czego otrzymy-
wano bakterie mlekowe (BIO — 4R), ktére mialy
odporno$é nie tylko na SM, CM, TC, EM i ABPC,
lecz réwniez na wymieniong wyzej szerokg r6zno-
rodno$¢ antybiotykéw i sulfonamidéw.

Potwierdzono, Ze stopien odporno$ci na wymie-
nione rézne rodzaje lek6w osigga granice po za-
stosowaniu kolejnych posiewéw hodowli 16 — 17
razy w przypadku SM, 30—40 razy w przypadku
CM, 40—50 razy w przypadku TC, 16—17 razy w
przypadku EM i 20—30 razy w przypadku ABPC.

Bakterie mlekowe szczep BIO — 4R majace od-
pornos¢ na rézne leki, otrzymane sposobem wyzej
opisanym posiewano na mleko (okolo 15 ml), deo
ktérego dodano SM 2000 ug/ml, CM 15 pug/ml, TC 10
ug/ml, EM 100 pg/ml i ABPC 20 ug/ml i wybierano
szczep majacy duzg zdolnosé zestalania mleka. Ten
wybrany szczep posiewano 10—15 razy w sposob,
jak wyzej opisano, az do otrzymania szczepu ma-
jacego zdolno$é stabilnego zestalania mleka, to jest
zdolno§é do obfitego wzrostu w mleku. Woéwezas
szczep otrzymany w ten sposéb hodowano w po-
zywce zawierajacej w przyblizeniu 18% odtlusz-
czonego mleka w ciggu 96 godzin i otrzymywano
obfity wzrost bakterii mlekowych. Hodowle te prze-
prowadzano w postaé proszku metoda szybkiego
suszenia rozpylowego w temperaturze 70—100°C.
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Do sproszkowanego preparatu ewentualnie doda-
wano jako no$nik, w zalezno$ci od wymagan, en-
zymy, witaminy i §rodki zapachowe.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania aktywnego preparatu bak-
terii mlekowych odpornego na dzialanie roéznych
lek6w, znamienny tym, Ze przeprowadza sie ko-
lejne posiewy odpornego na sulfonamidy szczepu
bakterii Streptococcus faecalis B 10 — 4R metoda
plytek gradientowych na pozywki ze zwiekszajgcym
sig, lecz mniejszym od hamujgcego stezeniem anty.-
biotyku, w kolejnosci streptomycyny, chloramfe-
nikolu, tetracykliny, erytromycyny i penicyliny a-
-aminobenzylowej, nastepnie kolejne posiewy na po-
zywke z mlekiem, zawicrajagcym wyzej wymienio-
ne pie¢ rodzajéw lekéw, po czym przeprowadza sie
hodowle w postaé proszku metoda suszenia rozpy-
lowego.
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2. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze w
celu wywolania odpornosci na streptomycyne kolej-
ne posiewy hodowlj przeprowadza sie 16—17 razy.

3. Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze w
celu wywolania odpornosci na chloramfanikol
kolejne posiewy hodowli przeprowadza sig 30—40
razy.

4. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Zze w
celu wywotania odpornoSci na tetracykline kolejnc
posiewy hodowli przeprowadza sie 40—50 razy.

5. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze w
celu wywotania odporno$ci na erytromycyne kolej-
ne posiewy hodowli przeprowadza sie 16—17 razy.

6. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze w
celu wywolania odpornosci na penicyling a-amino-
benzylowg kolejne posiewy przeprowadza sie
20—30 razy.

7. Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
kolejne posiewy hodowli w pozywke z mlckiem
przeprowadza sie okoto 10—15 razy.

Bitk 2614/74 r. 95 egz. A4
Cena 10 21
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