
ÐÎÑÑÈÉÑÊÀß ÔÅÄÅÐÀÖÈß

ÔÅÄÅÐÀËÜÍÀß ÑËÓÆÁÀ
ÏÎ ÈÍÒÅËËÅÊÒÓÀËÜÍÎÉ ÑÎÁÑÒÂÅÍÍÎÑÒÈ,

ÏÀÒÅÍÒÀÌ È ÒÎÂÀÐÍÛÌ ÇÍÀÊÀÌ

(51) ÌÏÊ7

A 61 K 35/74, C 12 N 1/20, A
23 C 9/152, A 23 L 1/29//(C 12 N
1/20, C 12 R 1:225)

(19) RU (11) 2 247 569(13) C2

(12) ÎÏÈÑÀÍÈÅ ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈß Ê ÏÀÒÅÍÒÓ

(21), (22) Çà âêà: 2001127527/13, 02.03.2000

(24) Äàòà íà÷àëà äåéñòâè  ïàòåíòà: 02.03.2000

(30) Ïðèîðèòåò: 11.03.1999 (ïï.1-3) EP 99104922.2

(43) Äàòà ïóáëèêàöèè çà âêè: 20.07.2003

(45) Îïóáëèêîâàíî: 10.03.2005 Áþë. ¹ 7

(56) Ñïèñîê äîêóìåíòîâ, öèòèðîâàííûõ â îò÷åòå î
ïîèñêå: WO 9806411 À, 19.02.1998. ÅÐ 0577903
À, 12.01.1994. ÅÐ 0861905 À, 02.09.1998.
ØÅÍÄÅÐÎÂ Á.À. Ìåäèöèíñêà  ìèêðîáíà 
ýêîëîãè  è ôóíêöèîíàëüíîå ïèòàíèå. Ò.II. - Ì.,
1998, Ãðàíòú, ñ.91-94.

(85) Äàòà ïåðåâîäà çà âêè PCT íà íàöèîíàëüíóþ
ôàçó: 11.10.2001

(86) Çà âêà PCT:
EP 00/01798 (02.03.2000)

(87) Ïóáëèêàöè  PCT:
WO 00/53202 (14.09.2000)

Àäðåñ äë  ïåðåïèñêè:
103735, Ìîñêâà, óë. Èëüèíêà, 5/2, ÎÎÎ
"Ñîþçïàòåíò", ïàò.ïîâ. À.Ï.Àãóðååâó

(72) Àâòîð(û):
ÐÅÍÜÅÐÎ Ðîáåðòî (CH),
ÁÐÞÑÑÎÓ Ãàðàëüä (CH),
ÐÎØÀ Ôëîðàíñ (CH),
ÔÎÍ ÄÅÐ ÂÀÉÄ Òüåððè (CH),
ÁËÓÌ-ÑÏÅÐÈÇÅÍ Ñòåôàíè (CH),
ÍÅÇÅÐ Æàí-Ðèøàð (CH),
ÑÅÐÂÝÍ Àëåí (FR)

(73) Ïàòåíòîîáëàäàòåëü(ëè):
ÑÎÑÜÅÒÅ ÄÅ ÏÐÎÄÞÈ ÍÅÑÒËÅ Ñ.À. (CH)

(54) ØÒÀÌÌ LACTOBACILLUS PARACASEI CNCM I-2116 (NCC 2461), ÎÁËÀÄÀÞÙÈÉ
ÑÏÎÑÎÁÍÎÑÒÜÞ ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÀÒÜ ÊÎËÎÍÈÇÀÖÈÞ ÊÈØÅ×ÍÈÊÀ ÏÀÒÎÃÅÍÍÛÌÈ
ÁÀÊÒÅÐÈßÌÈ, ÂÛÇÛÂÀÞÙÈÌÈ ÄÈÀÐÅÞ, È ÏÐÅÄÎÒÂÐÀÙÀÒÜ ÇÀÐÀÆÅÍÈÅ
ÝÏÈÒÅËÈÀËÜÍÛÕ ÊËÅÒÎÊ ÊÈØÅ×ÍÈÊÀ ÐÎÒÀÂÈÐÓÑÀÌÈ, ÏÈÙÅÂÎÉ ÏÐÎÄÓÊÒ È
ÔÀÐÌÀÖÅÂÒÈ×ÅÑÊÀß ÊÎÌÏÎÇÈÖÈß ÄËß ÏÐÎÔÈËÀÊÒÈÊÈ È/ÈËÈ ËÅ×ÅÍÈß ÇÀÁÎËÅÂÀÍÈÉ,
ÑÂßÇÀÍÍÛÕ Ñ ÄÈÀÐÅÅÉ
(57) Ðåôåðàò:

Èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê áèîòåõíîëîãèè, ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíî â ïèùåâîé ïðîìûøëåííîñòè è
ìåäèöèíå ïðè ïðîôèëàêòèêå è/èëè ëå÷åíèè
çàáîëåâàíèé, ñâ çàííûõ ñ äèàðååé. Øòàìì
Lactobacillus paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461)
ñïîñîáåí ïðèêðåïë òüñ  ê ñëèçèñòîé îáîëî÷êå
êèøå÷íèêà ìëåêîïèòàþùåãîñ  è ðàñòè â
ïðèñóòñòâèè äî 0,4% ñîëåé æåë÷íûõ êèñëîò è
ïðåäîòâðàùàòü çàðàæåíèå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê
êèøå÷íèêà ðîòàâèðóñàìè. Ïèùåâîé ïðîäóêò

õàðàêòåðèçóåòñ  ñîäåðæàíèåì îò 1 ⋅105 äî

1 ⋅1012 ÊÎÅ øòàììà L.paracasei I-2116 (NCC 2461)/ã
ïèùåâîãî íîñèòåë , âûáðàííîãî èç ìîëîêà, éîãóðòà,
òâîðîãà, ñûðà, ñóõîãî ìîëîêà, äåòñêîãî ïèòàíè  è
ò.ï. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  ñîäåðæèò
ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ÊÎÅ øòàììà L.paracasei
CNCM I-2116 (NCC 2461) èëè íàäîñàäî÷íîé
ôðàêöèè åãî êóëüòóðû è ôèçèîëîãè÷åñêè
ïðèåìëåìûé íîñèòåëü. Èçîáðåòåíèå îáåñïå÷èâàåò
âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè ïðîòèâ SA-11 ñåðîòèíà
3 è ðîòàâèðóñà Hochi ñåðîòèïà 4. 3 í.ï. ô-ëû, 9 èë.,
1 òàáë.
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(54) STRAIN LACTOBACILLUS PARACASEI CNCM I-2116 (NCC 2461) ELICITING ABILITY TO
PREVENT COLONIZATION OF INTESTINE WITH DIARRHEA-CAUSING PATHOGENIC
MICROORGANISMS AND TO PREVENT INFECTION OF INTESTINE EPITHELIAL CELLS WITH
ROTAVIRUSES, FOODSTUFF AND PHARMACEUTICAL COMPOSITION FOR PROPHYLAXIS
AND/OR TREATMENT OF DIARRHEA-ASSOCIATED DISEASES
(57) Abstract: 

FIELD: biotechnology, food industry, medicine,
microbiology.

SUBSTANCE: invention relates to the strain that
can be used in prophylaxis and/or treatment of
diarrhea-associated diseases. The strain
Lactobacillus paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461) is
able to attach to mammal intestine mucosa tissue and
to grow in the presence of bile acid salts in their
concentrations up to 0.4% and to prevent infection of
intestine epithelial cells by rotaviruses. A

foodstuff comprises from 1 x 105 to 1 x 1012 CFU of

the strain L. paracasei I-2116 (NCC 2461)/g of a food
carrier taken among milk, yogurt, curd, cheese, dry
milk, children's nutrition and so on. Pharmaceutical
composition contains the effective amount of CFU of
the strain L. paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461) or
supernatant of its culture and physiologically
acceptable carrier. Invention provides the high level
of activity against SA-11 of serotype 3 and rotavirus
Hochi of serotype 4.

EFFECT: valuable medicinal properties of strain.
4 cl, 9 dwg, 1 tbl, 11 ex
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Îáëàñòü òåõíèêè, ê êîòîðîé îòíîñèòñ  èçîáðåòåíèå
Íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå îòíîñèòñ  ê íîâûì ìèêðîîðãàíèçìàì ðîäà Lactobacillus,

êîòîðûå ïðèìåíèìû äë  ïðåäîòâðàùåíè  (ïðîôèëàêòèêè) äèàðåè, âûçâàííîé êàê
ïàòîãåííûìè áàêòåðè ìè, òàê è ðîòàâèðóñàìè ñîîòâåòñòâåííî. Â ÷àñòíîñòè, íàñòî ùåå
èçîáðåòåíèå êàñàåòñ  èñïîëüçîâàíè  óïîì íóòûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ äë  ïðèãîòîâëåíè 
ïèùåâîãî íîñèòåë  è ñîäåðæàùåé èõ êîìïîçèöèè.

Óðîâåíü òåõíèêè
Îðãàíèçìû, âûðàáàòûâàþùèå ìîëî÷íóþ êèñëîòó â êà÷åñòâå îñíîâíîãî ìåòàáîëè÷åñêîãî

êîìïîíåíòà, èçâåñòíû óæå â òå÷åíèå äëèòåëüíîãî âðåìåíè. Òàêèå áàêòåðèè ìîãóò áûòü
îáíàðóæåíû â ìîëîêå èëè íà ôàáðèêàõ ïî ïåðåðàáîòêå ìîëîêà, ñîîòâåòñòâåííî â æèâûõ
èëè ðàçëàãàþùèõñ  ðàñòåíè õ, à òàêæå â êèøå÷íèêå ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ. Òàêèå
ìèêðîîðãàíèçìû, èçâåñòíûå ïîä îáùèì íàçâàíèåì �ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé�,
ïðåäñòàâë þò ñîáîé âåñüìà íåîäíîðîäíóþ ãðóïïó è âêëþ÷àþò, íàïðèìåð, ðîäû
Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium, Pediococcus è äð.

Ìîëî÷íîêèñëûå áàêòåðèè ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ôåðìåíòèðóþùèõ
àãåíòîâ äë  êîíñåðâèðîâàíè  ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ, ïðåèìóùåñòâà êîòîðûõ ñâ çàíû ñ íèçêèì
ðÍ è äåéñòâèåì ïðîäóêòîâ ôåðìåíòàöèè, îáðàçóþùèõñ  â ðåçóëüòàòå èõ ôåðìåíòàöèîííîé
àêòèâíîñòè ïî ïîäàâëåíèþ ðîñòà ãíèëîñòíûõ áàêòåðèé. Ñ ó÷åòîì ýòîãî ìîëî÷íîêèñëûå
áàêòåðèè èñïîëüçóþò äë  ïðèãîòîâëåíè  ðàçëè÷íûõ ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ, òàêèõ êàê ñûð,
éîãóðò è äðóãèå ôåðìåíòèðîâàííûå ìîëî÷íûå ïðîäóêòû.

Íåäàâíî ìîëî÷íîêèñëûå áàêòåðèè ñòàëè îáúåêòîì ïðèñòàëüíîãî âíèìàíè  â ñâ çè ñ òåì,
÷òî äë  íåêîòîðûõ øòàììîâ áûëè óñòàíîâëåíû öåííûå äë  ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ ñâîéñòâà,
ïðî âë åìûå ïîñëå ïîïàäàíè  â îðãàíèçì ñ ïèùåé. Â ÷àñòíîñòè, äë  êîíêðåòíûõ øòàììîâ
ðîäîâ Lactobacillus èëè Bifidobacterium áûëà óñòàíîâëåíà ñïîñîáíîñòü êîëîíèçèðîâàòü
ñëèçèñòóþ êèøå÷íèêà è ñïîñîáñòâîâàòü ïîääåðæàíèþ õîðîøåãî ñàìî÷óâñòâè  ó ÷åëîâåêà è
æèâîòíîãî.

Â ýòîì îòíîøåíèè åâðîïåéñêà  ïàòåíòíà  çà âêà ÅÐ 0-768375 îïèñûâàåò êîíêðåòíûå
øòàììû ðîäà Bifidobacterium, êîòîðûå ñïîñîáíû èìïëàíòèðîâàòüñ  â êèøå÷íóþ ôëîðó è
ìîãóò ñîåäèí òüñ  ñ êëåòêàìè êèøå÷íèêà. Áûëî ñîîáùåíî, ÷òî òàêèå Bifidobacterium
ñïîñîáñòâóþò èììóíîìîäóë öèè è ñïîñîáíû ïî êîíêóðåíòíîìó ìåõàíèçìó èñêëþ÷àòü
àäãåçèþ ïàòîãåííûõ áàêòåðèé íà êèøå÷íûõ êëåòêàõ, òåì ñàìûì ñïîñîáñòâó  ïîääåðæàíèþ
çäîðîâü  ñóáúåêòà.

Â ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò èññëåäîâàíè  òàêæå áûëè ñîñðåäîòî÷åíû íà âîçìîæíîì
èñïîëüçîâàíèè ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé â êà÷åñòâå ïðîáèîòè÷åñêèõ ñðåäñòâ. Ïîä
ïðîáèîòè÷åñêèìè ñðåäñòâàìè ïîíèìàþòñ  ïðåïàðàòû æèâûõ ìèêðîáîâ, êîòîðûå
ñïîñîáñòâóþò çäîðîâüþ ñóáúåêòà çà ñ÷åò çàùèòû íàòèâíîé ìèêðîôëîðû êèøå÷íèêà.
Îáû÷íî ìèêðîáíûé ïðåïàðàò ìîæåò áûòü ïðèí ò êàê ïðîáèîòè÷åñêèé â òîì ñëó÷àå, êîãäà
àêòèâíûå ìèêðîáû â åãî ñîñòàâå è õàðàêòåð èõ àêòèâíîñòè èçâåñòíû. Ñ÷èòàåòñ , ÷òî
ïðîáèîòè÷åñêèå ñðåäñòâà ïðèñîåäèí þòñ  ê ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà, êîëîíèçèðóþò
ïèùåâàðèòåëüíûé òðàêò è òåì ñàìûì ïðåäîòâðàùàþò ïðèñîåäèíåíèå ê íåìó îïàñíûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ. Êëþ÷åâà  ïðåäïîñûëêà èõ äåéñòâè  ñîñòîèò â òîì, ÷òî îíè äîëæíû
äîñòèãàòü ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà áóäó÷è àêòèâíûìè è æèâûìè, íå ïîäâåðãà ñü ðàçðóøåíèþ â
âåðõíèõ îòäåëàõ æåëóäî÷íî-êèøå÷íîãî òðàêòà, îñîáåííî ïîä âëè íèåì íèçêèõ ðÍ,
õàðàêòåðíûõ äë  æåëóäêà.

Â ñâ çè ñ ýòèì ìåæäóíàðîäíà  ïàòåíòíà  çà âêà WO 97/00078 îïèñûâàåò êîíêðåòíûé
øòàìì, îáîçíà÷åííûé Lactobacillus GG (ÀÒÑÑ 53103) â êà÷åñòâå òàêîãî ïðîáèîòè÷åñêîãî
ñðåäñòâà. Â ÷àñòíîñòè, äàííûé ìèêðîîðãàíèçì èñïîëüçóåòñ  â ñïîñîáå ïðîôèëàêòèêè èëè
ëå÷åíè  ðåàêöèé ãèïåð÷óâñòâèòåëüíîñòè ïèùåâîé ýòèîëîãèè òàêèì îáðàçîì, ÷òî åãî ââîä ò
ðåöèïèåíòó íàð äó ñ ïèùåâûì ïðîäóêòîì, êîòîðûé áûë ïîäâåðãíóò ãèäðîëèòè÷åñêîé
îáðàáîòêå ñ ïîìîùüþ ïåïñèíà è/èëè òðèïñèíà. Âûáðàííûé øòàìì Lactobacillus îïèñàí êàê
ïðî âë þùèé àäãåçèâíûå è êîëîíèçèðóþùèå ñâîéñòâà è îáëàäàþùèé ïðîòåàçíîé ñèñòåìîé
òàêèì îáðàçîì, ÷òî âõîä ùèé â ñîñòàâ ââîäèìîãî ïèùåâîãî ïðîäóêòà áåëêîâûé ìàòåðèàë
äîïîëíèòåëüíî ãèäðîëèçóåòñ  ïîä äåéñòâèåì ïðîòåàç, ñåêðåòèðóåìûõ äàííûì êîíêðåòíûì
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øòàììîì
Lactobacillus. Îáñóæäàåìûé â óêàçàííîì äîêóìåíòå ñïîñîá â êîíå÷íîì ñ÷åòå äîëæåí

ïðèâîäèòü â ïîãëîùåíèþ áåëêîâîãî ïðîäóêòà êèøå÷íèêîì â òàêîì âèäå, êîòîðûé íå
ñîäåðæèò ñóùåñòâåííîãî êîëè÷åñòâà êàêîãî-ëèáî àëëåðãåííîãî ìàòåðèàëà.

Êðîìå òîãî, ññûëêà íà åâðîïåéñêóþ ïàòåíòíóþ çà âêó ÅÐ 0-577903 ñäåëàíà â ñâ çè ñ
èñïîëüçîâàíèåì òàêèõ ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé, îáëàäàþùèõ ñïîñîáíîñòüþ âûòåñí òü
Heliobacter pylori, èçâåñòíîé â êà÷åñòâå âîçáóäèòåë  ðàçâèòè   çâåííîé áîëåçíè, ïðè
ïðèãîòîâëåíèè íîñèòåë , ïðåäíàçíà÷åííîãî äë  ëå÷åíè  èëè ïðîôèëàêòèêè  çâåííîé
áîëåçíè, ñâ çàííîé ñ äåéñòâèåì Heliobacter pylori.

Â ìåæäóíàðîäíîé ïàòåíòíîé çà âêå WO 99/29833 îïèñàí êîíêðåòíûé øòàìì
LMG-P-17806, íåñóùèé òðè ïëàçìèäû îïðåäåëåííîãî ðàçìåðà. Îïèñàíî, ÷òî äàííûé øòàìì
ñïîñîáåí çàùèùàòü êëåòêè êèøå÷íèêà îò èíâàçèè ñàëüìîíåëëîé Salmonella typhimurium,

Ó÷èòûâà  âîçìîæíîñòü ïîëó÷åíè  èçâåñòíûõ öåííûõ ñâîéñòâ êîíêðåòíûõ øòàììîâ
ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé, â äàííîé îáëàñòè òåõíèêè èìååòñ  íåîáõîäèìîñòü â
äîïîëíèòåëüíûõ øòàììàõ ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé, êîòîðûå áû èìåëè ïðåèìóùåñòâà â
îáåñïå÷åíèè áëàãîïîëó÷íîãî ñîñòî íè  ÷åëîâåêà è/èëè æèâîòíîãî.

Ñóùíîñòü èçîáðåòåíè 
Çàäà÷åé íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè   âë åòñ  ïðåäñòàâëåíèå äîïîëíèòåëüíûõ

áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ, êîòîðûå ïðî âë þò íîâûå ñâîéñòâà, ïîëåçíûå äë  ÷åëîâåêà
è/èëè æèâîòíîãî.

Óêàçàííà  âûøå çàäà÷à áûëà ðåøåíà ïóòåì ïðåäñòàâëåíè  íîâûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, à
èìåííî ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé, îòíîñ ùèõñ  ê ðîäó Lactobacillus, ñâîéñòâàìè êîòîðûõ
 âë åòñ  ñïîñîáíîñòü ïðåäîòâðàùàòü êîëîíèçàöèþ êèøå÷íèêà ïàòîãåííûìè áàêòåðè ìè,
âûçûâàþùèìè (äèàðåþ) ïîíîñ, è ïðåäîòâðàùàòü çàðàæåíèå êëåòîê êèøå÷íîãî ýïèòåëè 
ðîòàâèðóñàìè. Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì øòàììû Lactobacillus
ñïîñîáíû ñîåäèí òüñ  ñî ñëèçèñòîé êèøå÷íèêà îðãàíèçìà-ðåöèïèåíòà è ñïîñîáíû â
ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè êîëîíèçèðîâàòü åå.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ åùå îäíèì ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì øòàììû Lactobacillus
ñïîñîáíû ðàñòè â ïðèñóòñòâèå âïëîòü äî 0,4% ñîëåé æåë÷íûõ êèñëîò, áëàãîäàð  ÷åìó îíè
ñìîãóò ëåãêî ïðîõîäèòü ïî æåëóäî÷íî-êèøå÷íîìó òðàêòó, ïî ñóùåñòâó ñîõðàí   ñâîþ
àêòèâíîñòü.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ äðóãèì ïðåäïî÷òèòåëüíûì âàðèàíòîì ìîëî÷íîêèñëóþ áàêòåðèþ
âûáèðàþò èç ãðóïïû, êîòîðà  âêëþ÷àåò Lactobacillus rhamnosus èëè Lactobacillus paracasei,
ïðåäïî÷òèòåëüíî Lactobacillus paracasei, à íàèáîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî Lactobacillus
paracasei CNCM I-2116.

Êàê áûëî ïîêàçàíî, ìèêðîîðãàíèçìû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ïðî âë þò ñëåäóþùèå
ñâîéñòâà: îíè  âë þòñ  ãðàìïîëîæèòåëüíûìè, íåãàòèâíûìè ïî êàòàëàçå, íåãàòèâíûìè ïî
NÍ3-îáðàçîâàíèþ àðãèíèíà è íåãàòèâíûìè ïî âûðàáîòêå CO2. Îíè âûðàáàòûâàþò
L(+)-ìîëî÷íóþ êèñëîòó, ñïîñîáíû ðàñòè â ïðèñóòñòâèè ñîëåé æåë÷íûõ êèñëîò â
êîíöåíòðàöèè âïëîòü äî 0,4% è ìîãóò â ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè ïðåäîòâðàùàòü çàðàæåíèå
ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ðîòàâèðóñàìè.

Íîâûå ìèêðîîðãàíèçìû ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû äë  ïðèãîòîâëåíè  ðàçëè÷íûõ
ïèùåâûõ ìàòåðèàëîâ-íîñèòåëåé, òàêèõ êàê ìîëîêî, éîãóðò, òâîðîã, ôåðìåíòèðîâàííîå
ìîëîêî, ôåðìåíòèðîâàííûå ìîëî÷íûå ïðîäóêòû, ôåðìåíòèðîâàííûå ïðîäóêòû
ïåðåðàáîòêè õëåáíûõ çëàêîâ, ïîðîøêîâîå ìîëîêî, äåòñêîå ïèòàíèå, è ìîãóò áûòü âêëþ÷åíû

â ñîñòàâ íîñèòåëåé â êîëè÷åñòâå îò ïðèìåðíî 105 ÊÎÅ/ã äî ïðèìåðíî 1011 ÊÎÅ/ã. Äë  öåëåé
íàñòî ùåãî èçîáðåòåíè  àááðåâèàòóðà �ÊÎÅ� äîëæíà ñîîòâåòñòâîâàòü
�êîëîíèåîáðàçóþùåé åäèíèöå�, êîòîðà  îïðåäåë åòñ  êàê ÷èñëî áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê,
èñõîä  èç ìèêðîáèîëîãè÷åñêèõ ïîäñ÷åòîâ íà àãàðîâûõ ïëàñòèíàõ.

Òàêæå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå ïðåäñòàâë åò ïèùåâîé ïðîäóêò èëè ôàðìàöåâòè÷åñêóþ
êîìïîçèöèþ, ñîäåðæàùèå, ïî êðàéíåé ìåðå, îäèí èç øòàììîâ Lactobacillus, îáëàäàþùèé
óêàçàííûìè âûøå ïðèçíàêàìè.

Äë  ïðèãîòîâëåíè  ïèùåâîé êîìïîçèöèè ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, ïî êðàéíåé ìåðå,
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îäèí èç øòàììîâ Lactobacillus ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ âíîñ ò â ïîäõîä ùèé íîñèòåëü

â êîëè÷åñòâå îò ïðèìåðíî 105 ÊÎÅ/ã äî ïðèìåðíî 1011 ÊÎÅ/ã, ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèìåðíî

106 ÊÎÅ/ã äî ïðèìåðíî 1010 ÊÎÅ/ã, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèìåðíî 107 ÊÎÅ/ã äî

ïðèìåðíî 109 ÊÎÅ/ã.
Â ñëó÷àå ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèè ïðîäóêò ìîæåò áûòü ïðèãîòîâëåí â âèäå

òàáëåòîê, æèäêèõ áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé, ñóõèõ ïèùåâûõ äîáàâîê, âëàæíûõ ïèùåâûõ
äîáàâîê, ñóõèõ ïèùåâûõ òþáèêîâ èëè âëàæíûõ ïèùåâûõ òþáèêîâ è ò.ï. ïðè êîëè÷åñòâå

âíîñèìûõ â èõ ñîñòàâ øòàììîâ Lactobacillus â äèàïàçîíå âïëîòü äî 1012 ÊÎÅ/ã,

ïðåäïî÷òèòåëüíî îò ïðèìåðíî 107 ÊÎÅ/ã äî ïðèìåðíî 1011 ÊÎÅ/ã, áîëåå ïðåäïî÷òèòåëüíî

îò ïðèìåðíî 107 ÊÎÅ/ã äî ïðèìåðíî 1010 ÊÎÅ/ã.
Àêòèâíîñòü íîâûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ â êèøå÷íèêå ñóáúåêòà ïî ñóòè ñâîåé çàâèñèò îò

äîçû. Ñëåäîâàòåëüíî, ÷åì áîëüøå íîâûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîïàäàåò âìåñòå ñ óêàçàííûì
âûøå ïèùåâûì ïðîäóêòîì èëè ôàðìàöåâòè÷åñêîé êîìïîçèöèåé, òåì ñèëüíåå çàùèòíà 
è/èëè òåðàïåâòè÷åñêà  àêòèâíîñòü ìèêðîîðãàíèçìîâ. Ïîñêîëüêó íîâûå ìèêðîîðãàíèçìû íå
 âë þòñ  âðåäíûìè äë  ÷åëîâåêà è æèâîòíûõ è, â êîíå÷íîì ñ÷åòå, áûëè âûäåëåíû èç
äåòñêèõ èñïðàæíåíèé, òî çíà÷èòåëüíîå èõ êîëè÷åñòâî ìîæåò áûòü âêëþ÷åíî òàêèì îáðàçîì,
÷òîáû çíà÷èòåëüíà  ÷àñòü êèøå÷íèêà ñóáúåêòà áûëà êîëîíèçèðîâàíà íîâûìè
ìèêðîîðãàíèçìàìè.

Êðàòêîå îïèñàíèå ôèãóð
Íà ôèãóðå 1 ïîêàçàíà ñõåìà, îòîáðàæàþùà  ñêðèíèíã êëåòî÷íûõ êóëüòóð â öåëüþ îöåíêè

ïðîòèâîðîòàâèðóñíûõ çàùèòíûõ ñâîéñòâ áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ.
Íà ôèãóðå 2 ïîêàçàíî ïîäêèñëåíèå êóëüòóðû L.casei øòàììà CNMC I-2116

(îáîçíà÷åííîãî ST11) â ðàçëè÷íûõ ïèòàòåëüíûõ ñðåäàõ.
Íà ôèãóðå 3 ïîêàçàíà âûæèâàåìîñòü L.casei øòàììà ST11 ïðè 10°Ñ, èçìåðåííà  â

òå÷åíèå 30 äíåé.
Íà ôèãóðå 4 ïîêàçàíû ïàðàìåòðû ìÐÍÊ IL-12 è IL-10 â àäõåðåíòíûõ ìûøèíûõ êëåòêàõ,

ïðîèçâîäíûõ îò êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, ïîñëå èíêóáàöèè ýòèõ êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè
ðàçâåäåíè ìè ST11.

Íà ôèãóðå 5 ïîêàçàí ðåçóëüòàò äèôôåðåíöèðîâêè Th2, âûðàæàþùèéñ  â ñíèæåíèè
âûðàáîòêè IL-4.

Íà ôèãóðå 6 ïîêàçàíà ñõåìà, èëëþñòðèðóþùà  ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, â êîòîðîì êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ST11 èñïîëüçóþò â òåñòå íà
ïîäàâëåíèå àäãåçèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé E.coli ê ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì.

Íà ôèãóðå 7 ïðèâåäåíà ñõåìà, ïîêàçûâàþùà  ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, â êîòîðîì íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ êóëüòóðû ST11 èñïîëüçóþò â
òåñòå íà ïîäàâëåíèå àäãåçèè ïàòîãåííûõ áàêòåðèé E.coli ê ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì.

Íà ôèãóðå 8 ïîêàçàíà ñõåìà, èëëþñòðèðóþùà  ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, â êîòîðîì êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ST11 èñïîëüçóþò â òåñòå íà
ïîäàâëåíèå èíâàçèè Salmonella typhimurium ê ýïèòåëèàëüíûì êëåòêàì.

Íà ôèãóðå 9 ïîêàçàíà ñõåìà, èëëþñòðèðóþùà  ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïî
êóëüòèâèðîâàíèþ êëåòîê, â êîòîðîì íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ êóëüòóðû ST11 èñïîëüçóþò â
òåñòå íà ïîäàâëåíèå èíâàçèè Salmonella typhimurium â ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè.

Ïîäðîáíîå ðàñêðûòèå èçîáðåòåíè 
Â õîäå èíòåíñèâíûõ èññëåäîâàíèé, ïðèâåäøèõ ê íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ, àâòîðû

èññëåäîâàëè äåòñêèå èñïðàæíåíè  è âûäåëèëè èç íèõ ð ä ðàçëè÷íûõ áàêòåðèàëüíûõ
øòàììîâ. Ïîñëå ýòîãî øòàììû áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ïî èõ ñïîñîáíîñòè ïðåäîòâðàùàòü
çàðàæåíèå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê ðîòàâèðóñàìè è ïàòîãåííûìè áàêòåðè ìè, èçâåñòíûìè
êàê âûçûâàþùèå äèàðåþ.

Íåêîòîðûå ðîäû áàêòåðèé, âêëþ÷à  Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, ïîäâåðãàëè
ñêðèíèíãó ïî èõ èíãèáèðóþùåé ñïîñîáíîñòè. Ïî ñóùåñòâó òåñòû ïðîâîäèëè ñ òðåì 
ðîòàâèðóñíûìè ñåðîòèïàìè, ïðåäñòàâë þùèìè îñíîâíûå ýòèîëîãè÷åñêèå ãðóïïû
âîçáóäèòåëåé âèðóñíîé äèàðåè ÷åëîâåêà (ñåðîòèïû G1, G3 è G4), à òàêæå ñ ïàòîãåííûìè
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E.coli è Salmonella typhimurium,  âë þùèìèñ  ïðåäñòàâèòåë ìè ïàòîãåííûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ, âûçûâàþùèõ ïîíîñ ó ïîðàæåííîãî ñóáúåêòà.

Ðàçëè÷íûå ìîëî÷íîêèñëûå áàêòåðèè âûðàùèâàëè â ïîäõîä ùåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå,
òàêîé êàê MRS, Hugo-Jago èëè Ì17, ïðè òåìïåðàòóðå îò ïðèìåðíî 30 äî 40°Ñ, â
ñîîòâåòñòâèè ñ îïòèìàëüíîé äë  èõ ðîñòà òåìïåðàòóðîé. Ïî äîñòèæåíèè ôàçû
ñòàöèîíàðíîãî ðîñòà êóëüòóðû áàêòåðèé ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
ðåñóñïåíäèðîâàëè â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå NaCl. Ìåæäó ïðîâåäåíèåì ðàçëè÷íûõ
òåñòîâ áàêòåðèàëüíûå êëåòêè õðàíèëè çàìîðîæåííûìè (-20°Ñ).

Òåñòû ñ ðîòàâèðóñàìè
Ðàçëè÷íûå âèðóñíûå øòàììû áûëè ïîëó÷åíû ïóòåì çàðàæåíè  ìîíîñëîåâ ñëèâøèõñ 

êëåòîê. Ïåðåä çàðàæåíèåì ïðîâîäèëè èíêóáàöèþ ðîòàâèðóñîâ. Êëåòêè èíôèöèðîâàëè 20
èíôåêöèîííûìè äë  òêàíåâûõ êóëüòóð äîçàìè. Äë  îöåíêè ïðîòèâîðîòàâèðóñíûõ ñâîéñòâ
èñïîëüçîâàëè äâà ñïîñîáà. Â ñîîòâåòñòâèè ñ îäíèì èç íèõ ðàçëè÷íûå áàêòåðèàëüíûå
øòàììû àíàëèçèðîâàëè ïî èõ íåïîñðåäñòâåííîìó âçàèìîäåéñòâèþ ñ ðîòàâèðóñàìè, à â
äðóãîì ñïîñîáå áàêòåðèè ïîäâåðãàëè ñêðèíèíãó ñ öåëüþ íàõîæäåíè  òàêèõ øòàììîâ,
êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ êëåòî÷íûìè ðîòàâèðóñíûìè ðåöåïòîðàìè. Ïåðâûé ñïîñîá
âêëþ÷àåò êîíòàêòèðîâàíèå êàæäîé ñîîòâåòñòâóþùåé ñóñïåíçèè áàêòåðèé ñ îòäåëüíûì
ðîòàâèðóñíûì øòàììîì è èíêóáàöèþ â ïîäõîä ùåé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå. Ïîñëå ýòîãî
ñìåñü áàêòåðèé ñ âèðóñàìè íàíîñèëè íà ìîíîñëîé êëåòîê íåäèôôåðåíöèðîâàííîé
êëåòî÷íîé ëèíèè ÍÒ-29 àäåíîìû òîëñòîé êèøêè ÷åëîâåêà, ïîñëå ÷åãî ïðîäîëæàëè
èíêóáàöèþ. Ïîñëå ýòîãî îöåíèâàëè ðàçìíîæåíèå âèðóñîâ. Âòîðîé ñïîñîá âêëþ÷àåò
èíêóáàöèþ ñîîòâåòñòâóþùåé áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè ñíà÷àëà âìåñòå ñ êëåòî÷íûì
ìîíîñëîåì íåäèôôåðåíöèðîâàííîé êëåòî÷íîé ëèíèè ÍÒ-29 àäåíîìû òîëñòîé êèøêè
÷åëîâåêà è çàòåì äîáàâëåíèå âèðóñà. Ïîñëå èíêóáàöèè îöåíèâàëè ðàçìíîæåíèå âèðóñà.
Ðàçìíîæåíèå ðîòàâèðóñîâ ìîæíî ëåãêî îöåíèòü ñ ïîìîùüþ ãèñòîèììóíîëîãè÷åñêîãî
îêðàøèâàíè  ðîòàâèðóñíûõ áåëêîâ â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ. Ýôôåêò ïî ïîäàâëåíèþ
ðîòàâèðóñîâ ñ÷èòàåòñ  ïðèñóùèì äàííîé áàêòåðèè òîãäà, êîãäà ÷èñëî èíôèöèðîâàííûõ
êëåòîê â êóëüòóðå, çàðàæåííîé ðîòàâèðóñîì âìåñòå ñ óêàçàííîé áàêòåðèåé, ñíèæàåòñ  íà
90% ïî ñðàâíåíèþ ñ êëåòêàìè, èíîêóëèðîâàííûìè òîëüêî ðîòàâèðóñîì.

Èç îáùåãî ÷èñëà â 260 ðàçëè÷íûõ èñõîäíî âûäåëåííûõ áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ òîëüêî
äë  9 óäàëîñü âû âèòü ñóùåñòâåííîå ïîäàâëåíèå ðàçìíîæåíè  ðîòàâèðóñîâ. Ðàçëè÷íûå

áàêòåðèè áûëè èäåíòèôèöèðîâàíû êàê îòíîñ ùèåñ  ê ðîäó Lactobacillus âèäà rhamnosus
èëè paracasei. Îäèí øòàìì, îáîçíà÷åííûé êàê Lactobacillus casei ST11, êîòîðûé áûë
äåïîíèðîâàí â ñîîòâåòñòâèè ñ Áóäàïåøòñêèì Äîãîâîðîì ñ ïîëó÷åíèåì äåïîçèòàðíîãî
íîìåðà NCC-2461 (I-2116), êàê áûëî ïîêàçàíî,  âë åòñ  èñêëþ÷èòåëüíî ýôôåêòèâíûì â
ïðåäîòâðàùåíèè çàðàæåíè  êëåòîê ÷åëîâåêà ðîòàâèðóñîì. Áîëåå òîãî, äàííûé êîíêðåòíûé
øòàìì ïðî âë åò îòëè÷íûå ðîñòîâûå êà÷åñòâà, ÷òî ìîæíî âèäåòü ïðè ïîäêèñëåíèè
ðàçëè÷íûõ êóëüòóðàëüíûõ ñðåä. Ýòîò øòàìì òàêæå õàðàêòåðèçóåòñ  õîðîøåé
óñòîé÷èâîñòüþ, íà ÷òî óêàçûâàåò óðîâåíü âûæèâàåìîñòè â õîäå õðàíåíè  ïðè íèçêèõ
òåìïåðàòóðàõ íà óðîâíå ïðèìåðíî 10°Ñ, ÷òî äåëàåò åãî îòëè÷íûì ïåðñïåêòèâíûì
êîìïîíåíòîì äë  âêëþ÷åíè  â ñîñòàâ ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ èëè ôàðìàöåâòè÷åñêèõ
êîìïîçèöèé, äë  êîòîðûõ ïðåäóñìàòðèâàåòñ  õðàíåíèå â óñëîâè õ õîëîäèëüíèêà.

Òåñòû íà àíòèïàòîãåííûå áàêòåðèè
Äë  îöåíêè àíòèáàêòåðèàëüíûõ ñâîéñòâ áûëè âûáðàíû ñëåäóþùèå ïîäõîäû. Â

ñîîòâåòñòâèè ñ îäíèì èç ñïîñîáîâ êóëüòèâèðóåìûå øòàììû Lactobacillus ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ áûëè èññëåäîâàíû íà èõ ñïîñîáíîñòü ïðåäîòâðàùàòü àäãåçèþ ïàòîãåííûõ
áàêòåðèé, âûçûâàþùèõ äèàðåþ, ñ êëåòêàìè êèøå÷íèêà èëè èíâàçèþ â êèøå÷íûå êëåòêè
ñîîòâåòñòâåííî. Äë  ýòîãî êëåòêè êèøå÷íèêà êîíòàêòèðîâàëè ñ ïàòîãåííûìè áàêòåðè ìè è
êóëüòèâèðóåìûìè øòàììàìè Lactobacillus ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ñ ïîñëåäóþùåé
îöåíêîé óðîâí  àäãåçèè èëè èíâàçèè ñîîòâåòñòâåííî. Â ñîîòâåòñòâèè ñî âòîðûì ñïîñîáîì
íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ êóëüòóðû êëåòîê øòàììîâ Lactobacillus ïî íàñòî ùåìó
èçîáðåòåíèþ äîáàâë ëè âìåñòå ñ ïàòîãåííûìè ìèêðîîðãàíèçìàìè ê êëåòêàì êèøå÷íèêà ñ
ïîñëåäóþùåé îöåíêîé óðîâí  àäãåçèè èëè èíâàçèè ñîîòâåòñòâåííî. Â ïðîöåññå
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ýêñïåðèìåíòà ìîæíî âèäåòü, ÷òî ïîäòâåðæäàåòñ  èñêëþ÷èòåëüíà  ýôôåêòèâíîñòü
êóëüòèâèðóåìûõ ìîëî÷íûõ áàêòåðèé è íàäîñàäî÷íîé ôðàêöèè â ïðåäîòâðàùåíèè êàê
àäãåçèè, òàê è èíâàçèè êëåòîê êèøå÷íèêà: ýòî óêàçûâàåò íà òî, ÷òî ñîåäèíåíè -ìåòàáîëèòû,
ñåêðåòèðóåìûå íîâûìè ìèêðîîðãàíèçìàìè, ïî-âèäèìîìó, îáåñïå÷èâàþò ïðîòèâîäèàðåéíóþ
àêòèâíîñòü, íàïðàâëåííóþ íà ïàòîãåííóþ áàêòåðèè.

Â äîïîëíåíèå â ñêàçàííîìó âûøå íåîæèäàííî óäàëîñü óñòàíîâèòü, ÷òî øòàììû òàêæå
ïðî âèëè ïðîòèâîàëëåðãè÷åñêèå ñâîéñòâà áëàãîäàð  òîìó, ÷òî óïîì íóòûå øòàììû
ó÷àñòâóþò â ðåãóë öèè ñèíòåçà ðàçëè÷íûõ èììóííûõ ìîäóë òîðîâ.

Â öåëîì èçâåñòíî, ÷òî ãóìîðàëüíûå èììóííûå îòâåòû è àëëåðãè÷åñêèå ðåàêöèè

îïîñðåäóþòñ  Ò-ëèìôîöèòàìè CD4 + ôåíîòèïà Th2. Êëåòêè Th2 õàðàêòåðèçóþòñ 
âûðàáîòêîé âûñîêèõ óðîâíåé èíòåðëåéêèíà-4 (IL-4) - öèòîêèíà, íåîáõîäèìîãî äë  ñåêðåöèè
IgE, êîòîðûé ïðåäñòàâë åò ñîáîé îñíîâíîé êëàññ èììóíîãëîáóëèíîâ, ñâ çàííûõ ñ
àëëåðãè÷åñêèìè ðåàêöè ìè.

Äèôôåðåíöèðîâêà êëåòîê Th2 íàðóøàåòñ  γ-èíòåðôåðîíîì öèòîêèíîì, ïðîèñõîä ùèì
îò ïðî âë þùåé ýôôåêò âçàèìíîãî èñêëþ÷åíè  ïîïóë öèè ÑD4-ïîçèòèâíûõ Ò-êëåòîê
ôåíîòèïà Òh1. Óïîì íóòûå êëåòêè Òh1, â ñâîþ î÷åðåäü, èíòåíñèâíî èíäóöèðóþòñ 
èíòåðëåéêèíîì-12 (IL-12). Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó äðóãîé öèòîêèí - IL-10, - êàê áûëî
ïîêàçàíî, îáëàäàåò ìîùíûì ýôôåêòîì ñóïðåññèè â îòíîøåíèè ïðîëèôåðàöèè êëåòîê Th1:
ñëåäîâàòåëüíî, ñ÷èòàåòñ , ÷òî îí ó÷àñòâóåò â èììóíîñóïðåññèîííûõ ìåõàíèçìàõ.

Òàêèì îáðàçîì, è IL-12 è IL-10 îáëàäàþò ìîùíûì ìîäóëèðóþùèì äåéñòâèåì â

îòíîøåíèè äèôôåðåíöèðîâêè Ò-êëåòîê CD4+ çà ñ÷åò âëè íè  íà ðàçâèòèå ïîïóë öèè Th1.
IL-12  âë åòñ  êëþ÷åâûì ðåãóë òîðíûì öèòîêèíîì ñ òî÷êè çðåíè  èíäóêöèè
äèôôåðåíöèðîâêè Th1, ÷òî òåì ñàìûì ïîäàâë åò âûðàáîòêó îòâåòîâ Th2. Îñíîâíûì
ìåõàíèçìîì ïîäàâëåíè  êëåòîê Th2, ñëåäîâàòåëüíî, ñ÷èòàåòñ  ñòèìóë öè  ñèíòåçà IL-12
âñïîìîãàòåëüíûìè êëåòêàìè.

Õîðîøî èçâåñòíî, ÷òî íåêîòîðûå êîìïîíåíòû ãðàìîòðèöàòåëüíûõ áàêòåðèé, òàêèå êàê
ëèïîïîëèñàõàðèäû (ËÏÑ), èíäóöèðóþò âûñîêèå óðîâíè IL-12 â àäõåðåíòíûõ (�ïðèëèïøèõ�)
êëåòêàõ, òàêèõ êàê ìàêðîôàãè è äåíäðèòíûå êëåòêè. Ñëåäîâàòåëüíî, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî
ãðàìîòðèöàòåëüíûå áàêòåðèè ñïîñîáíû îáóñëîâëèâàòü ñóùåñòâåííûé ñäâèã

äèôôåðåíöèðîâêè Ò-êëåòîê CD4+ â ñòîðîíó ôåíîòèïà Th1.
Ìèêðîîðãàíèçì ST11,  âë þùèéñ  ïðèìåðîì øòàììà Lactobacillus ïî íàñòî ùåìó

èçîáðåòåíèþ, áûë ïðîòåñòèðîâàí íà åãî âîçìîæíîå ó÷àñòèå â èíäóêöèè öèòîêèíîâ,

âîâëå÷åííûõ â ðåãóë öèþ äèôôåðåíöèðîâêè Ò-êëåòîê CD4 +. Â ÷àñòíîñòè, áûëî

èññëåäîâàíî âëè íèå ST11 íà ôåíîòèï Ò-êëåòîê CD4+, ïðåòåðïåâàþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó
â íàïðàâëåíèè Th2.

Â ñâ çè ñ ýòèì ñïîñîáíîñòü ST11 èíäóöèðîâàòü ñèíòåç ìÐÍÊ, êîäèðóþùóþ ýòè äâà
ðåãóë òîðíûõ öèòîêèíà â àäõåðåíòíûõ êëåòêàõ, ïðîèñõîä ùèõ îò êîñòíîãî ìîçãà,
ñðàâíèâàëè ñ 4 äðóãèìè øòàììàìè Lactobacillus è êîíòðîëüíûìè ãðàìîòðèöàòåëüíûìè
áàêòåðè ìè (E.coli K12). ìÐÍÊ èçìåð ëè ñ ïîìîùüþ ïîëóêîëè÷åñòâåííîé RT-PRC ÷åðåç 6

÷àñîâ èíêóáàöèè êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè ðàçâåäåíè ìè áàêòåðèé â äèàïàçîíå îò 10 9 äî

10 7 ÊÎÅ/ìë.
Õîò  âñå øòàììû Lactobacillus ìîãóò â íåêîòîðîé ñòåïåíè èíäóöèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ

ìÐÍÊ IL-12, øòàìì ST11, êàê áûëî ïîêàçàíî, îêàçûâàåòñ  íàèáîëåå ìîùíûì èíäóêòîðîì,
ïîòîìó ÷òî íàèáîëåå ìîùíûé ñèãíàë â ÏÖÐ ìîæåò áûòü âû âëåí äàæå ïðè íàèìåíüøåé
äîçå áàêòåðèé. Äåéñòâèòåëüíî, ñïîñîáíîñòü ST11 èíäóöèðîâàòü òðàíñêðèïöèþ ìÐÍÊ IL-12
áûëà òàêîé æå ñèëüíîé, ÷òî è ó E.coli. Èíäóêöè  ìÐÍÊ IL-10 áûëà â öåëîì ñëàáåå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ìÐÍÊ IL-12, ïîñêîëüêó òîëüêî ïðè íàèáîëüøèõ äîçàõ áàêòåðèé ìîæåò áûòü
âû âëåí ñèãíàë. Îäíàêî ST11 áûë íàèáîëåå ñèëüíûì èíäóêòîðîì ìÐÍÊ IL-10 ïî
ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè ìîëî÷íûìè áàêòåðè ìè è êîíòðîëüíîé E.coli.

Òàêèì îáðàçîì, ñ÷èòàåòñ , ÷òî ST11 áóäåò èíäóêòîðîì èììóíîðåãóë òîðíûõ öèòîêèíîâ,

ó÷àñòâóþùèõ â äèôôåðåíöèðîâêå Ò-êëåòîê CD4+. Åãî ñïîñîáíîñòü ê èíòåíñèâíîé èíäóêöèè
IL-12 äåëàåò åãî âåðî òíûì ñðåäñòâîì ïîäàâëåíè  îòâåòîâ Th2, a ñóùåñòâåííà  èíäóêöè 
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èì IL-10 ìîæåò ïðåäîòâðàùàòü âîñïàëèòåëüíûå îòâåòû.
Â äîïîëíåíèå ê óêàçàííûì âûøå äàííûì òàêæå àíàëèçèðîâàëè, ïðî âë åò ëè ST11

ýôôåêò ïî ïîäàâëåíèþ Ò-êëåòîê CD4+, ïðåòåðïåâàþùèõ äèôôåðåíöèðîâêó â Th2, è
ïîëîæèòåëüíîå äåéñòâèå íà ôóíêöèè Th1. Èñïîëüçîâàëè õîðîøî îòðàáîòàííóþ ñèñòåìó
êóëüòèâèðóåìûõ êëåòîê, ñïîñîáíûõ äèôôåðåíöèðîâàòüñ , â êîòîðîé

Ò-êëåòêè-ïðåäøåñòâåíèêè CD4+ àêòèâèðîâàëè ïî ïîëèêëîíàëüíîìó òèïó è íàïðàâë ëè íà
äèôôåðåíöèðîâêó â ôåíîòèï ëèáî Th1, ëèáî Th2, ÷òî çàâèñåëî îò òèïà êîñòèìóë òîðà,
âêëþ÷àåìîãî â êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó. Äèôôåðåíöèðîâêó Òh1/Th2 èíäóöèðîâàëè â òå÷åíèå
7-äíåâíîé ïåðâè÷íîé êóëüòóðû, ïîñëå ÷åãî êëåòêè ïîâòîðíî ñòèìóëèðîâàëè â òå÷åíèå 2
äíåé âî âòîðè÷íîé êóëüòóðå, ñîäåðæàùåé ÷èñòóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó, à ïðèîáðåòåíèå
êîíêðåòíîãî ôåíîòèïà (Th1 èëè Th2) îöåíèâàëè ïóòåì îïðåäåëåíè  òèïîâ öèòîêèíîâ,
ñåêðåòèðóåìûõ â íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ (γ-èíòåðôåðîí èëè IL-4).

Èçâåñòíî, ÷òî Ò-êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè CD4+ ìûøåé ãåíåòè÷åñêîãî òèïà BALB/c
ïðåäïî÷òèòåëüíî äèôôåðåíöèðóþòñ  â ïðåîáëàäàþùèé ôåíîòèï Th2 (âûñîêèé óðîâåíü
IL-4, íèçêèé óðîâåíü γ-èíòåðôåðîíà â íàäîñàäî÷íûõ ôðàêöè õ âòîðè÷íîé êóëüòóðû) ïîñëå
àêòèâàöèè â íåéòðàëüíûõ óñëîâè õ (òîëüêî ïèòàòåëüíà  ñðåäà â ïåðâè÷íîé êóëüòóðå).
Òàêîé ôåíîòèï ìîæåò áûòü ïîëíîñòüþ ðåâåðòèðîâàí â ôåíîòèï Th1 (âûñîêèé
óðîâåíü γ-èíòåðôåðîíà, íèçêèé óðîâåíü IL-4) ïóòåì äîáàâëåíè  â ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó
áëîêèðóþùåãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèòåëà, ñïåöèôè÷íîãî ïî îòíîøåíèþ ê IL-4.

Äë  èçó÷åíè  âîçìîæíîé ðîëè ST11 â ïîäàâëåíèè Th2 î÷èùåííûå

Ò-êëåòêè-ïðåäøåñòâåííèêè CD4+ ìûøåé BALB/c àêòèâèðîâàëè â ïðîöåññå ïåðâè÷íîãî
êóëüòèâèðîâàíè  â ïðèñóòñòâèè àäõåðåíòíûõ êëåòîê êîñòíîãî ìîçãà, âûïîëí þùèõ ôóíêöèè
âñïîìîãàòåëüíûõ êëåòîê. Ýòè êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè ñîâìåñòíî ëèáî òîëüêî â ïèòàòåëüíîé

ñðåäå ëèáî â ïðèñóòñòâèè 1 ìã/ìë ËÏÑ, èëè 108 ÊÎÅ/ìë ST11, èëè 108 ÊÎÅ/ìë äðóãîãî

Lactobacillus. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïðîìûâàëè, è Ò-êëåòêè CD4+ ñíîâà î÷èùàëè è ïîâòîðíî
ñòèìóëèðîâàëè âî âòîðè÷íîé êóëüòóðå â �ïóñòîé� ïèòàòåëüíîé ñðåäå. Öèòîêèíû,

âûðàáàòûâàåìûå äèôôåðåíöèðîâàííûìè Ò-êëåòêàìè CD4+, àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç 2 äí .
Êàê è îæèäàëîñü, êëåòêè, äèôôåðåíöèðîâàâøèåñ  â ïðèñóòñòâèè òîëüêî ïèòàòåëüíîé
ñðåäû, ïðî âë ëè ïðåîáëàäàþùèé ôåíîòèï Th2. Äîáàâëåíèå ST11 â ïåðâè÷íóþ êóëüòóðó
æåñòêî èçìåí ëî ðåçóëüòàò Òh2-äèôôåðåíöèðîâêè, ñëåäñòâèåì ÷åãî  âë ëîñü 8-êðàòíîå
óñèëåíèå âûðàáîòêè IL-4. Òàêîå ïîäàâëåíèå áûëî ïî óðîâíþ ñõîäíûì ñ ïîäàâëåíèåì,
íàáëþäàåìîì â êóëüòóðàõ, ïðîèñõîä ùèõ îò êëåòîê, êîòîðûå äèôôåðåíöèðîâàëèñü â
ïðèñóòñòâèè ËÏÑ. Íàïðîòèâ, äðóãèå øòàììû Lactobacillus íå âëè ëè â ñêîëüêî-íèáóäü
ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè íà óðîâíè IL-4. Èíòåðåñíî, ÷òî óðîâíè γ-èíòåðôåðîíà â ðåçóëüòàòå
äîáàâëåíè  ST11 â ïåðâè÷íûå êóëüòóðû íå âîçðàñòàëè.

Òàêèì îáðàçîì, ST11 ñïåöèôè÷åñêè íàðóøàåò âûðàáîòêó IL-4 Ò-êëåòêàìè CD4+,
ïðåòåðïåâàþùèìè äèôôåðåíöèðîâêó â Th2, íî â ñóùåñòâåííîé ñòåïåíè íå óâåëè÷èâàåò
ñåêðåöèþ γ-èíòåðôåðîíà. Òîò ôàêò, ÷òî ST11 íå óâåëè÷èâàåò âûðàáîòêó γ-èíòåðôåðîíà,
ìîæåò îáú ñí òüñ  åãî ñïîñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü IL-10, ñëåäñòâèåì ÷åãî ìîæåò  âë òüñ 
ïîääåðæàíèå íèçêîé âîñïàëèòåëüíîé àêòèâíîñòè, íåñìîòð  íà åãî àêòèâíîñòü ïðîòèâ Th2.

Ñëåäîâàòåëüíî, óäàëîñü ïîêàçàòü, ÷òî ST11  âë åòñ  øòàììîì Lactobacillus, äë 
êîòîðîãî õàðàêòåðíî ñâîéñòâî ýôôåêòèâíîãî ïðîòèâîäåéñòâè  Th2, ÷òî äåëàåò åãî
ïðåêðàñíûì âåðî òíûì ñðåäñòâîì äë  èñïîëüçîâàíè  â êà÷åñòâå áàêòåðèè, îáëàäàþùåé
ñâîéñòâàìè ïðîòèâîàëëåðãè÷åñêîãî ïðîáèîòè÷åñêîãî ñðåäñòâà.

Äàëåå íàñòî ùåå èçîáðåòåíèå áóäåò îïèñàíî ñ ïîìîùüþ ïðèìåðîâ, êîòîðûå íå äîëæíû
âîñïðèíèìàòüñ  êàê îãðàíè÷èâàþùèå, íî êàê èëëþñòðèðóþùèå îñóùåñòâèìîñòü
èçîáðåòåíè 

Êóëüòóðàëüíûå ñðåäû è ðàñòâîðû
MRS (Difco)
Hugo-Jago (òðèïòîí Difco - 30 ã/ë, äðîææåâîé ýêñòðàêò Difco - 10 ã/ë, ëàêòîçà Difco - 5 ã/ë,

ÊÍ2ÐO4 - 5 ã/ë, ì ñíîé ýêñòðàêò Difco - 2 ã/ë, àãàð Difco - 2 ã/ë)
Ì17 (Difco),
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Ì199 (Seromed),
ôèçèîëîãè÷åñêèé ðàñòâîð (Oxoid),
ÔÑÁ (NaCl - 8 ã/ë, ÊÑl - 0,2 ã/ë, Na2HPO4 - 1,15 ã/ë, ÊÍ2ÐO4 - 0,2 ã/ë),
òðèïòîçî-ôîñôàòíûé áóëüîí (Flow),
ðàñòâîð òðèïñèíà-ÝÄÒÀ (Seromed).
Ðîòàâèðóñ ÷åëîâåêà Wa (ñåðîòèï G1) è îáåçü íèé ðîòàâèðóñ SA-11 (ñåðîòèï G3) áûëè

ïîëó÷åíû îò Ð.A.Of fit. Children�s Hospital of Philadelphia, ÑØÀ. Ðåêîìáèíàíòíûé âèðóñ
DS-1 ×RRV áûë ïîëó÷åí îò A.Kapikian, NIH Bethesda, ÑØÀ. Ñåðîòèï-4 ðîòàâèðóñà ÷åëîâåêà
Hochi áûë ïîëó÷åí îò P.Bachmann, University of Munich, Ãåðìàíè . E.coli DAEC-C-1845
ïîëó÷èëè èç Washington University, Seattle, a E.coli JPN15 ïîëó÷èëè èç Center for Vaccine
Development, University of Maryland, ÑØÀ. Salmonella typhimurium øòàììà SL1334 áûëà
ïîëó÷åíà èç Department of Microbiology, Stanford University, CA, ÑØÀ.

Ïðèìåð 1
Âûäåëåíèå ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé èç äåòñêèõ èñïðàæíåíèé
Ñâåæèå ôåêàëèè áûëè âç òû èç ïåëåíîê 16 çäîðîâûõ äåòåé â âîçðàñòå 15-27 äíåé. Ïî 1 ã

ñâåæèõ ôåêàëèé ïîìåùàëè â áåñêèñëîðîäíûå óñëîâè  äë  äîñòàâêè â ëàáîðàòîðèþ, è
ìèêðîáèîëîãè÷åñêèé àíàëèç ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 2 ÷àñîâ íà ìàòåðèàëå ñåðèé ðàçâåäåíèé
îáðàçöà â ôèçèîëîãè÷åñêîì ðàñòâîðå ïóòåì âûñåâà íà ñåëåêòèâíóþ ñðåäó. Àãàð MRS ñ
àíòèáèîòèêàìè (ôîñôîìèöèí 80 ìêã/ìë, ñóëüôàìåòîêñàçîë 93 ìêã/ìë, òðèìåòîïðèì 5
ìêã/ìë), ïðîèíêóáèðîâàííûé ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 48 ÷àñîâ, èñïîëüçîâàëè äë  âûäåëåíè 
ìîëî÷íîêèñëûõ áàêòåðèé. Êîëîíèè ñëó÷àéíûì îáðàçîì âûðåçàëè è î÷èùàëè. Íà ìàòåðèàëå
èçîë òîâ îïðåäåë ëè ôèçèîëîãè÷åñêèå è ãåíåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè.

Ïðèìåð 2
Òåñòèðîâàíèå øòàììîâ â êëåòî÷íîé êóëüòóðå íà ïðîòèâîðîòàâèðóñíóþ àêòèâíîñòü
Íåêîòîðûå ðîäû áàêòåðèé, âêëþ÷à  Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, áûëè

îòîáðàíû è ïðîòåñòèðîâàíû íà èõ ïðåäñòàâèòåëåé, êîòîðûå ïðî âë þò
ïðîòèâîðîòàâèðóñíóþ àêòèâíîñòü â òåñòå íà èíãèáèðîâàíèå â êëåòî÷íîé êóëüòóðå. Ðîä
Lactococcus áûë ïðåäñòàâëåí åäèíñòâåííûì âèäîì (L.lactis), âêëþ÷àþùèì äâà ïîäâèäà
(L.lactis supsp. lactis è L.l.cremoris). Âñåãî áûëî ïðîòåñòèðîâàíî 30 øòàììîâ. Ðîä
Streptococcus áûë ïðåäñòàâëåí åäèíñòâåííûì âèäîì (S.thermophilus) ñ 45 øòàììàìè. Ðîäû
Leuconostoc è Propionibacterium áûëè ïðåäñòàâëåíû åäèíñòâåííûìè âèäàìè (6 øòàììîâ), â
òî âðåì  êàê ðîäû Enterococcus è Staphylococcus áûëè ïðåäñòàâëåíû äâóì  âèäàìè
êàæäûé, âêëþ÷à  âñåãî 17 øòàììîâ.

Âñåãî íà àêòèâíîñòü ïî ïîäàâëåíèþ ðîòàâèðóñîâ áûëè ïðîòåñòèðîâàíû 260
áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ.

1-é ñïîñîá:

30 ìêë áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè (ñîäåðæàùåé â ñðåäíåì 3×106 áàêòåðèé) ñìåøèâàëè ñ
70 ìêë ñðåäû M199, äîïîëíåííîé 10% òðèïòîçî-ôîñôàòíîãî áóëüîíà (Flow) è 5% ðàñòâîðà
òðèïñèíà-ÝÄÒÀ (Seromed) (â ñîîòíîøåíèè 1:4 â ñëó÷àå êëåòîê ÍÒ-29), è 100 ìêë âèðóñà â
äîïîëíåííîé ñðåäå Ì199. Ñìåñü áàêòåðèé ñ âèðóñîì èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè
4 °Ñ è â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Íåäèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè àäåíîìû òîëñòîé êèøêè
÷åëîâåêà ÍÒ-29, ðàñòóùèå äî ñòàäèè ñëèâøåãîñ  ìîíîñëî  íà 96-ëóíî÷íûõ
ìèêðîòèòðîâàëüíûõ ïëàíøåòàõ, òðèæäû ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðîì (ÔÑÁ: ðÍ
7,2). Ñìåñü áàêòåðèé ñ âèðóñîì äîáàâë ëè ê êëåòêàì, è ìèêðîòèòðîâàëüíûå ïëàíøåòû
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ â óãëåêèñëîòíîì èíêóáàòîðå (Heraeus). Ðàçìíîæåíèå
âèðóñà îöåíèâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì äàëåå.

2-é ñïîñîá:
30 ìêë áàêòåðèàëüíîé ñóñïåíçèè (ñì. âûøå) ñìåøèâàëè ñ 70 ìêë ñðåäû Ì199,

äîïîëíåííîé 10% òðèïòîçî-ôîñôàòíîãî áóëüîíà (Flow) è 5% ðàñòâîðà òðèïñèíà-ÝÄÒÀ
(Seromed) (â ñîîòíîøåíèè 1:4 â ñëó÷àå êëåòîê ÍÒ-29), è âíîñèëè íåïîñðåäñòâåííî â êëåòêè
íà ìèêðîòèòðîâàëüíûõ ïëàíøåòàõ. Ïîñëå 1-÷àñîâîé èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ ê êëåòêàì íà
ìèêðîòèòðîâàëüíûõ ïëàíøåòàõ äîáàâë ëè 100 ìêë âèðóñà â äîïîëíåííîé ñðåäå M199.
Èíêóáàöèþ ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ â óãëåêèñëîòíîì èíêóáàòîðå (Heraeus).
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Ðàçìíîæåíèå âèðóñà îöåíèâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì äàëåå.
Ðàçìíîæåíèå  ðîòàâèðóñîâ îöåíèâàëè ñ ïîìîùüþ ãèñòî-èììóíîëîãè÷åñêîãî

îêðàøèâàíè  ðîòàâèðóñíûõ áåëêîâ â èíôèöèðîâàííûõ êëåòêàõ â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì
çäåñü äàëåå.

×åðåç äåíü ïîñëå èíôèöèðîâàíè  êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó óäàë ëè èç ìèêðîòèòðîâàëüíûõ
ïëàíøåòîâ, è êëåòêè ôèêñèðîâàëè àáñîëþòíûì ýòèëîâûì ñïèðòîì â òå÷åíèå 10 ìèíóò.
Ýòàíîë óäàë ëè, è ïëàíøåòû òðèæäû ïðîìûâàëè â áóôåðå ÔÑÁ. Ïîñëå ýòîãî

50 ìêë àíòèðîòàâèðóñíîé ñûâîðîòêè (â îñíîâíîì ñïåöèôè÷íà â îòíîøåíèè áåëêà VP6),
ñôîðìèðîâàííîé êðîëèêàìè (ïîëó÷åííûõ îò ISREC, University of Lausanne) è ðàçâåäåííîé
1:2000 â ÔÑÁ, äîáàâë ëè â êàæäóþ ëóíêó è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37 °Ñ,
íàêðûâ ïîêðîâíûì ñòåêëîì äë  ïðåäîòâðàùåíè  îáñûõàíè  ëóíîê. Ïîñëå ýòîãî
àíòèñûâîðîòêó óäàë ëè, è ïëàíøåòû òðèæäû ïðîìûâàëè â ÔÑÁ. Çàòåì 50 ìêë êîçüåé
àíòèêðîëè÷üåé èììóíîãëîáóëèíîâîé-G (IgG) àíòèñûâîðîòêè, ñîåäèíåííîé ñ ïåðîêñèäàçîé
(GAR-IgG-PO; Nordic), äîáàâë ëè â ðàçâåäåíèè 1:500 â ÔÑÁ â êàæäóþ ëóíêó, è ïëàíøåòû
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Ñûâîðîòêó óäàë ëè, è ïëàíøåòû îï òü òðè ðàçà
ïðîìûâàëè â ÔÑÁ. Çàòåì â êàæäóþ ëóíêó äîáàâë ëè ïî 100 ìêë ñëåäóþùåé ñóáñòðàòíîé
ñìåñè: 10 ìë 0,05 Ì Òðèñ-ãèäðîõëîðèäà (ðÍ 7,8), 1 ìë Í2O2 (30% Suprapur, ðàçâåäåíèå
1:600 â âîäå: Merck) è 200 ìêë 3-àìèíî-9-ýòèëêàðáàçîëà (0,1 ã íà 10 ìë ýòàíîëà, õðàíåíèå â
200-ìêë àëèêâîòàõ ïðè -80°Ñ; À-5754, Sigma). Ïëàíøåòû èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå ïî
êðàéíåé ìåðå 30 ìèíóò ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñóáñòðàò óäàë ëè, è ëóíêè çàïîëí ëè
200 ìêë Í2Î äë  îñòàíîâêè ðåàêöèè. Î÷àãè èíôèöèðîâàííûõ êëåòîê ïîäñ÷èòûâàëè ñ
ïîìîùüþ èíâåðñèîííîãî ìèêðîñêîïà (Diavert, Leitz).

Òîëüêî î÷åíü íåáîëüøîå ÷èñëî áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ âçàèìîäåéñòâîâàëî ñ
ðîòàâèðóñàìè. Âñåãî 9 èç 260 èñõîäíî îòîáðàííûõ áàêòåðèàëüíûõ êëåòîê ïîäàâë ëè
ðàçìíîæåíèå ðîòàâèðóñîâ ïî êðàéíåé ìåðå â îäíîì èç ñïîñîáîâ. Lactobacillus paracasei
NCC-2461 (ST11) ïîêàçàëà èñêëþ÷èòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü àêòèâíîñòè ïðîòèâ ðîòàâèðóñà
ñåðîòèïà 1, ðîòàâèðóñà SA-11 ñåðîòèïà 3 è ðîòàâèðóñà Hochi ñåðîòèïà 4.

Ïðèìåð 3
Êóëüòèâèðîâàíèå êëåòîê Ñàñî-2
Äë  òåñòîâ íà ïîäàâëåíèå (ïàòîãåííûõ) áàêòåðèé êëåòî÷íóþ ëèíèþ Ñàñî-2 èñïîëüçîâàëè

â êà÷åñòâå ìîäåëè êèøå÷íèêà. Äë  ýòîé êëåòî÷íîé ëèíèè õàðàêòåðíû òàêèå ñâîéñòâà
êèøå÷íûõ êëåòîê, êàê, íàïðèìåð, ïîë ðèçàöè , ýêñïðåññè  êèøå÷íûõ ôåðìåíòîâ,
âûðàáîòêà ñïåöèôè÷íûõ ñòðóêòóðíûõ ïîëèïåïòèäîâ è ò.ï.

Êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè íà òðåõ ðàçíûõ íîñèòåë õ, à èìåííî íà êîðíèíãîâñêèõ

ïëàñòìàññîâûõ ÷àøêàõ (25 ñì2: Corning) äë  ðîñòà è ðàçìíîæåíè , íà îáåçæèðåííûõ è
ñòåðèëèçîâàííûõ 6-ëóíî÷íûõ ñòåêë ííûõ ïëàíøåòàõ (22 × 22 ìì; Corning) äë  òåñòîâ íà
àäãåçèþ è íà 24-ëóíî÷íûõ ñòåêë ííûõ ïëàíøåòàõ (Corning) äë  òåñòîâ íà èíãèáèðîâàíèå.

Ñî âòîðîãî äí  êóëüòèâèðîâàíè  ïèòàòåëüíóþ ñðåäó (DMEM) çàìåí ëè åæåäíåâíî.
Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó äîïîëí ëè 100 åä./ìë
ïåíèöèëëèíà/ñòðåïòîìèöèíà, 1 ìêã/ìë àìôîòåðèíà è 20% ÏÒÑ, èíàêòèâèðîâàííîé
íàãðåâàíèåì äî 56°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèíóò. Êóëüòèâèðîâàíèå ïðîâîäèëè ïðè 37°Ñ â
àòìîñôåðå, ñîäåðæàùåé 90% âîçäóõà è 10% ÑO2. Êëåòêè ðàñùåïë ëè êàæäûå øåñòü äíåé.
Êëåòêè îòäåë ëè îò ñòåíîê ëóíîê ñ ïîìîùüþ îáðàáîòêè ÔÑÁ ñ 0,25% òðèïñèíà è 3 ìÌ ÝÄÒÀ
ïðè ðÍ 7,2. Äë  íåéòðàëèçàöèè äåéñòâè  òðèïñèíà ðàâíûé îáúåì ÏÒÑ äîáàâë ëè ê
ïîëó÷åííîé êëåòî÷íîé ñóñïåíçèè, ñìåñü öåíòðèôóãèðîâàëè (10 ìèíóò ïðè 1000 îá/ìèí), è

ïîëó÷åííûé îñàäîê îï òü ñòàâèëè â êóëüòóðó. Ïðèìåðíî 3,5×105 êëåòîê ïåðåíîñèëè â íîâûé
ñîñóä äë  êóëüòèâèðîâàíè  è êóëüòèâèðîâàëè äî ñòàäèè ñëè íè  ìîíîñëî .

Ïðèìåð 4
Êóëüòèâèðóåìûå áàêòåðèè ST11:
Áàêòåðèàëüíûé øòàìì õðàíèëè ïðè -20°Ñ â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå MRS, ñîäåðæàùåé 15%

ãëèöåðèíà. Ýòîò øòàìì êóëüòèâèðîâàëè ïðè áåñêèñëîðîäíûõ óñëîâè õ â MRS è äâàæäû
ïåðåíîñèëè â íîâóþ ñðåäó ñ èíòåðâàëàìè â 24 ÷àñà ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì â òåñòàõ íà
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ïîäàâëåíèå. Äë  àíàëèçà èñïîëüçîâàëè êîíöåíòðàöèþ 2×109 ÊÎÅ/ìë.
Íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ ñîáèðàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 20000

îá/ìèí, è ïîëó÷åííóþ íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ ïîñëå ýòîãî ïðîâåð ëè íà ïðèñóòñòâèå
áàêòåðèé.

E.coli:
Èñïîëüçîâàëè äâà øòàììà E.coli - E.coli DAEC-C-1845 (äèôôóçíà  àäãåçèîííà  E.coli) è

E.coli JPN15 (ÅÐÅÑ; ýíòåðîïàòîãåííà  êèøå÷íà  ïàëî÷êà E.coli).
Ïåðâûé ïåðåñåâ ïîñëå îòòàèâàíè  ïðîâîäèëè íà àãàð CFA -Muller Hinton, êîòîðûé

ïðèãîäåí äë  îáåñïå÷åíè  ýêñïðåññèè áàêòåðèåé àäãåçèîííûõ ôàêòîðîâ.
Ïåðåä êàæäûì ýêñïåðèìåíòîì áàêòåðèàëüíûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ ñ

ïåðåíîñîì â íîâóþ ñðåäó, îñóùåñòâë åìûì äâàæäû ïî ïðîøåñòâèè êàæäûõ 24 ÷àñîâ.
Ïîñêîëüêó øòàìì JPN15 íåñåò ãåí ðåçèñòåíòíîñòè ê àìïèöèëëèíó, òî óïîì íóòûé
àíòèáèîòèê èñïîëüçîâàëè äë  îòáîðà â ïðîöåññå ðîñòà.

Salmonella:
Â ýêñïåðèìåíòàõ èñïîëüçîâàëè Salmonella typhimurium øòàììà SL1334, êîòîðóþ äî

èñïîëüçîâàíè  êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå LB.
Ïðèìåð 5
Òåñò íà ïîäàâëåíèå E.coli
Ïîñëå âòîðîãî ïåðåñåâà â íîâóþ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó øòàììû ïàòîãåííûõ áàêòåðèé

ïîìå÷àëè ðàäèîàêòèâíûì èçîòîïîì ñ èñïîëüçîâàíèåì 14Ñ-àöåòàòà ïðè äîçå 10 ìÊè/ìë â
ñðåäå LB. Èíêóáàöèþ øòàììîâ â ýòîé êóëüòóðàëüíîé ñðåäå ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 18 ÷àñîâ
ïðè 37°Ñ.

Ïîñëå ýòîãî áàêòåðèàëüíóþ ñóñïåíçèþ ïîäâåðãàëè öåíòðèôóãèðîâàíèþ (1041 g, 15

ìèíóò) òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû óäàëèòü íàäîñàäî÷íóþ ôðàêöèþ ñ îñòàòêàìè 14Ñ-àöåòàòà.
Ñãóñòîê ñóñïåíäèðîâàëè è ïðîìûâàëè â ÔÑÁ, è êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè ïðè êîíöåíòðàöèè

ïðèìåðíî 108 êëåòîê íà 1 ìë â 1%-íîé ñòåðèëüíîé ìàííîçå. Èçâåñòíî, ÷òî ìàííîçà
ïîäàâë åò íåñïåöèôè÷åñêóþ àäãåçèþ.

Ðàçëè÷íûå ïàòîãåííûå áàêòåðèàëüíûå øòàììû (E.coli) ïðèâîäèëè â êîíòàêò ñ
ìîíîñëîåì êëåòîê Ñàñî-2 (37°Ñ, 10% ÑO2, 90% âîçäóõà) â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ. Òàêîé æå
ýêñïåðèìåíò ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàäîñàäî÷íîé ôðàêöèè (ïîëó÷åííîé ïóòåì
öåíòðèôóãèðîâàíè  ïðè 20000 îá/ìèí â òå÷åíèå 40 ìèíóò).

Â êà÷åñòâå êîíòðîë  ïàòîãåííûõ áàêòåðèé êîíòàêòèðîâàëè ñ ìîíîñëîåì Ñàñî-2 áåç
îäíîâðåìåííîãî äîáàâëåíè  ST11 èëè êóëüòóðàëüíîé íàäîñàäî÷íîé ôðàêöèè
ñîîòâåòñòâåííî.

Ïîñëå èíêóáàöèè â òå÷åíèå 3 ÷àñîâ êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó çàìåí ëè, è ìîíîñëîé òðèæäû
ïðîìûâàëè â ÔÑÁ. Êàæäûé ýòàï ïðîìûâêè âêëþ÷àåò 20õ ïåðåìåøèâàíèå â ðàñòâîðå ÔÑÁ
òàêèì îáðàçîì, ÷òîáû óäàëèòü ïî ñóùåñòâó âñþ íåñïåöèôè÷åñêóþ àäãåçèþ. Ïîñëå ýòîãî
êëåòêè ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì 1 ìë êàðáîíàòà íàòðè  è 40-ìèíóòíîé èíêóáàöèåé ïðè
37 °Ñ. Ïîñëå ãîìîãåíèçàöèè àëèêâîòó (250 ìêë) ðàçâîäèëè â 5 ìë ñöèíòèëë öèîííîé
æèäêîñòè (Hionic-fluor Packcard) è ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò (Packard-2000). Ïðîöåíò àäãåçèè
ïàòîãåííûõ êëåòîê ñ êëåòêàìè Ñàñî-2 ïîäñ÷èòûâàëè êàê îòíîøåíèå ê êîíòðîëþ, óìíîæåííîå
íà 100% (óðîâåíü àäãåçèè; èëè èíâàçèè â ïðèìåðå 6).

Ïðèìåð 6
Òåñò íà ïîäàâëåíèå ñàëüìîíåëë
Ñàëüìîíåëëû - ýòî áàêòåðèè, êîòîðûå èíâàçèðóþò ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè è

ðàçìíîæàþòñ  â íèõ. Äë  îïðåäåëåíè  èíãèáèòîðíîé àêòèâíîñòè ST11 êëåòêè Salmonella
typhimurium øòàììà SL1334 èíêóáèðîâàëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì âûøå â ñðåäå,

ñîäåðæàùåé 14Ñ-àöåòàò, è âêëþ÷àëè â ýêñïåðèìåíò, îïèñàííûé â ïðèìåðå 5.
Ïîñëå èíêóáàöèè êëåòêè Ñàñî-2 ïðîìûâàëè â ÔÑÁ òàê, ÷òîáû óäàëèòü âñå

íåñîåäèíèâøèåñ  êëåòêè. Ïîñëå ýòîãî äîáàâë ëè êóëüòóðàëüíóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ
ãåíòàìèöèí (20 ìêã/ìë), è èíêóáàöèþ ïðîäîëæàëè â òå÷åíèå 1 ÷àñà ïðè 37°Ñ. Ãåíòàìèöèí
 âë åòñ  àíòèáèîòèêîì, íå ïðîíèêàþùèì â êèøå÷íûå êëåòêè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âñå
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âíåêëåòî÷íûå ìèêðîîðãàíèçìû óíè÷òîæàþòñ , â òî âðåì  êàê ñàëüìîíåëëû, óæå ïðîíèêøèå
â êëåòêè êèøå÷íèêà, îñòàþòñ  æèâûìè. Ïîñëå äâóêðàòíîé ïðîìûâêè êëåòîê â ÔÑÁ èõ
ëèçèðîâàëè äîáàâëåíèåì ñòåðèëüíîé äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, è óðîâåíü ðàäèîàêòèâíîñòè
èçìåð ëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì â ïðèìåðå 4.

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ 5 è 6 ïîêàçàíû íà ôèãóðàõ 6-9. Ìîæíî âèäåòü, ÷òî
êóëüòèâèðóåìûå êëåòêè ST11 è êóëüòóðàëüíà  íàäîñàäî÷íà  ôðàêöè  áûëè èñêëþ÷èòåëüíî
ýôôåêòèâíûìè â ïðåäîòâðàùåíèè àäãåçèè è èíâàçèè êèøå÷íûõ êëåòîê ïàòîãåííûìè
ìèêðîîðãàíèçìàìè, âûçûâàþùèìè äèàðåþ.

Ïðèìåð 7
Ñâîéñòâà ST11
ST11 èíêóáèðîâàëè â ìîäåëè æåëóäî÷íîãî ñîêà. Ìîäåëüíûé æåëóäî÷íûé ñîê

ïðèãîòàâëèâàëè ïóòåì ñóñïåíäèðîâàíè  ïåïñèíà (3 ã/ë) â ñòåðèëüíîì ôèçèîëîãè÷åñêîì
ðàñòâîðå (0,5%; ìàc/îá) ñ äîâåäåíèåì ðÍ äî 2,0 è ðÍ 3 ñîîòâåòñòâåííî ñ ïîìîùüþ

êîíöåíòðèðîâàííîé ÍÑl. ST11 êóëüòèâèðîâàëè ïðè ðàçëè÷íûõ êîëè÷åñòâàõ óêàçàííîé
âûøå ñðåäû ñ îïðåäåëåíèåì ðåçèñòåíòíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñóììèðîâàíû íèæå â òàáëèöå 1.

Òàáëèöà 1

ðH ÊÎÅ/ìë ïðè Ò=0 ÊÎÅ/ìë ïðè Ò=1 ìèí ÊÎÅ/ìë ïðè Ò=15 ÊÎÅ/ìë ïðè Ò=30 ÊÎÅ/ìë ïðè Ò=60

2,0 2,0×109 1,8×109 1,2×109 3,7×108 7,0×103

3,0 2,0×109 1,9×109 1,7×109 1,7×108 8,4×108

ST11 îáëàäàåò ñëåäóþùèìè ñâîéñòâàìè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïðåäåëåíè ìè ñ ïîìîùüþ
ñïîñîáîâ, îïèñàííûõ â "Genera of lactic acid bacteria", eds. B.J.B.Wood & W.H.Holzapfel,
Blackie A&P.:

- ãðàìïîëîæèòåëüíûå;
- íåãàòèâíûå ïî êàòàëàçå;
- íåãàòèâíûå ïî NÍ3-îáðàçîâàíèþ àðãèíèíà;
- íåãàòèâíûå ïî âûðàáîòêå ÑÎ2;
- âûðàáîòêà L(+)-ìîëî÷íîé êèñëîòû;
- ðîñò â ïðèñóòñòâèè ñîëåé æåë÷íûõ êèñëîò â êîíöåíòðàöèè âïëîòü äî ïðèìåðíî 0,4%.
Ïðèìåð 8. Ðîñò ST11 ïðè ðàçëè÷íûõ óñëîâè õ
ST11 èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â ñðåäå íà îñíîâå ïîìèäîðà (4% ïîìèäîðíîãî ïîðîøêà,

ðåãèäðàòèðîâàííîãî äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé), äîïîëíåííîé ñàõàðîçîé (0, 0,5, 1 èëè 2%)
èëè ñîåâûì ïåïòîíîì (0,5%), èëè ãëþêîçîé (0,5%) â òå÷åíèå ðàçëè÷íûõ ïåðèîäîâ âðåìåíè.
Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà ôèã.2.

ST11 äîïîëíèòåëüíî äîáàâë ëè â êîëè÷åñòâå 2,5% ê êóëüòóðàëüíîé ñðåäå, ñîñòàâëåííîé
ðèñîâîé ìóêîé (3%), ïøåíè÷íîé ìóêîé (2%) è ñàõàðîçîé (3%), è èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ äî
äîñòèæåíè  ðÍ 4,4. Ïîñëå îõëàæäåíè  ïîëó÷åííûé ïðîäóêò ðàñôàñîâûâàëè ñ äîáàâëåíèåì
âèòàìèíà Ñ èëè áåç íåãî è õðàíèëè ïðè 10°Ñ.

Ïðèìåð 9
Èíäóêöè  ñèíòåçà ìÐÍÊ IL-12 è IL-10 â àäõåðåíòíûõ êëåòêàõ ìûøè ST11
Êîñòíîìîçãîâûå êëåòêè áûëè âûäåëåíû èç áåäðåííîé è áîëüøåáåðöîâîé êîñòåé

8-íåäåëüíûõ, ñâîáîäíûõ îò êîíêðåòíîãî ïàòîãåíà ìûøåé ëèíèè C57BL/6, è

ïðîèíêóáèðîâàíû ïðè êîíöåíòðàöèè 2×106 êëåòîê íà 1 ìë â êóëüòóðàëüíîé ñðåäå RPMI
(Gibco), ñîäåðæàùåé 10% ïëîäíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè, 1 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 12 ìÌ HEPES,
0,05 ìÌ 2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (âñå
ðåàãåíòû îò ôèðìû Gibco), â òå÷åíèå 12 ÷àñîâ ïðè 37°Ñ â àòìîñôåðå ïðè 5% CO2.
Íåñëèâøèåñ  êëåòêè óäàë ëè ïóòåì 3 ïîñëåäîâàòåëüíûõ ïðîìûâîê òåïëîé êóëüòóðàëüíîé
ñðåäîé, è îñòàâøèåñ  ñëèâøèåñ  (àäõåðåíòíûå) êëåòêè ñîáèðàëè è èíêóáèðîâàëè ïðè

êîíöåíòðàöèè 106 êëåòîê íà 1 ìë â òå÷åíèå 6 ÷àñîâ â ïðèñóòñòâèè èëè îòñóòñòâèå áàêòåðèé.
Ðàíåå áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî 6 ÷àñîâ ñîîòâåòñòâóþò îïòèìàëüíîìó îòðåçêó âðåìåíè äë 
ñèíòåçà ìÐÍÊ öèòîêèíîâ â ìûøèíûõ àäõåðåíòíûõ êëåòêàõ â îòâåò íà ËÏÑ. Áàêòåðèè
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äîáàâë ëè ïðè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöè õ â äèàïàçîíå îò 10 9 äî 107 ÊÎÅ/ìë. Áàêòåðèè
êóëüòèâèðîâàëè è õðàíèëè â ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì âûøå.

Ïî îêîí÷àíèè 6-÷àñîâîãî ïåðèîäà êóëüòèâèðîâàíè  êëåòêè âûäåë ëè
öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ëèçèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà ðåàãåíòîâ TRIzol (Gibco BRL,
¹ ïî êàòàëîãó 15596-018) â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöè ìè ïðîèçâîäèòåë . Òîòàëüíóþ
(îáùóþ) ÐÍÊ âûäåë ëè ïóòåì ïðåöèïèòàöèè èçîïðîïàíîëîì è êîíâåðòèðîâàëè â êÄÍÊ â
ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè â òå÷åíèå 90 ìèíóò ïðè 42°Ñ ñ èñïîëüçîâàíèåì 200 åä.
îáðàòíîé òðàíñêðèïòàçû (Superscript II, BRL) â îáúåìå ðåàêöèè 40 ìêë, ñîäåðæàùåì 200 ìÌ
Òðèñ (ðÍ 8,3), 25 ìÌ ÊÑl, 1 ìêã/ìë îëèãî-ä(Ò)15 (Boehringer Mannheim), 1 ìÌ äèòèîòðåèòîëà
(Boehringer Mannheim), ïî 4 ìÌ êàæäîãî èç dNTP (Boehringer Mannheim) è 40 åä./ìë Rnasin
(Promega). Ïðàéìåðû è óñëîâè  ÏÖÐ áûëè èñïîëüçîâàíû â ñîîòâåòñòâèè ñ óæå îïèñàííûì
ó Kopf et al. (Journal of Experimental Medicine, 1996, 184 [3], 1127-1136). Êîëè÷åñòâî êÄÍÊ
íîðìàëèçîâàëè ïî îáðàçöàì ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðàéìåðîâ, ñïåöèôè÷íûõ äë  ãåíà
�äîìàøíåãî õîç éñòâà� (α2-ìèêðîãëîáóëèí). ÏÖÐ-ïðîäóêòû ðàçäåë ëè â 2%-íîì àãàðîçíîì
ãåëå, è áýíäû ïðî âë ëè â ÓÔ.

Êàê ïîêàçàíî íà ôèãóðå 4, ST11 ïðî âèë íàèâûñøèé óðîâåíü èíäóêöèè ìÐÍÊ IL-12 è
IL-10, êîòîðûé ñðàâíèì ñ óðîâí ìè, íàáëþäàåìûìè ñ èñïîëüçîâàíèåì ïîçèòèâíîãî
êîíòðîë  (E.coli). Ðàçëè÷è  áûëè íàèáîëåå îò÷åòëèâûìè ïðè íàèìåíüøèõ êîíöåíòðàöè õ

áàêòåðèé (107 ÊÎÅ/ìë).
Ïðèìåð 10
Ïîäàâëåíèå ñèíòåçà IL-4 äåéñòâèåì ST11

Ò-êëåòêè CD4+ î÷èùàëè èç ñåëåçåíêè ñâîáîäíûõ îò êîíêðåòíîãî ïàòîãåíà ìûøåé BALB/c
ñ èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà MiniMACS îò ôèðìû Miltenyi Biotec (¹ ïî êàòàëîãó 492-01).

Ò-êëåòêè CD4+ êóëüòèâèðîâàëè â êîíöåíòðàöèè 2×105 êëåòîê íà 1 ìë â ñðåäå RPMI,
ñîäåðæàùåé 10% ïëîäíîé òåë ÷üåé ñûâîðîòêè, 1 ìÌ L-ãëóòàìèíà, 12 ìÌ HEPES, 0,05 ìÌ
2-ìåðêàïòîýòàíîëà, 100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà, è àêòèâèðîâàëè â
òå÷åíèå îäíîé íåäåëè ïóòåì ïåðåêðåñòíîãî ñøèâàíè  ñî ñâ çàííûìè íà ïëàíøåòå
ìîíîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè, ñïåöèôè÷íûìè â îòíîøåíèè CD3 (êëîí 2Ñ11) è CD28 (êëîí
37.51; îáà àíòèòåëà îò Pharmingen). Â ïðîöåññå ýòîãî ïåðâè÷íîãî êóëüòèâèðîâàíè  Ò-êëåòêè

CD4+ êóëüòèâèðîâàëè ñîâìåñòíî ñ àäõåðåíòíûìè êëåòêàìè êîñòíîãî ìîçãà (âûäåëåííûìè â

ñîîòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì âûøå), âç òûìè â êà÷åñòâå âñïîìîãàòåëüíûõ êëåòîê, à òàêæå
10 8 ÊÎÅ/ìë ST11 èëè 108 ÊÎÅ/ìë Lal, èëè 1 ìã/ìë ËÏÑ, èëè òîëüêî êóëüòóðàëüíîé ñðåäû.

Ïî ïðîøåñòâèè óêàçàííîãî âðåìåíè êëåòêè ïðîìûâàëè, è Ò-êëåòêè CD4+ î÷èùàëè îï òü ñ
èñïîëüçîâàíèåì íàáîðà MiniMACS è ïîâòîðíî ñòèìóëèðîâàëè âî âòîðè÷íîé êóëüòóðå,
ñîäåðæàùåé òîëüêî ïèòàòåëüíóþ ñðåäó. Öèòîêèíû, âûðàáàòûâàåìûå

äèôôåðåíöèðîâàííûìè Ò-êëåòêàìè CD4+, àíàëèçèðîâàëè â íàäîñàäî÷íûõ ôðàêöè õ ÷åðåç
2 äí  ñ èñïîëüçîâàíèåì �ñýíäâè÷�-âàðèàíòà ÒÈÔÀ (íàáîðû ðåàêòèâîâ îò Endogen è
Pharmingen).

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîêàçàíû íà ôèãóðå 5. Êëåòêè, äèôôåðåíöèðîâàâøèåñ  â
ïðèñóòñòâèè òîëüêî ïèòàòåëüíîé ñðåäû, ïðî âë ëè ïðåîáëàäàþùèé ôåíîòèï Th2,
õàðàêòåðèçóþùèéñ  âûñîêèì óðîâíåì IL-4. Äîáàâëåíèå ST11 ê ïåðâè÷íûì êóëüòóðàì
æåñòêî ìîäóëèðóåò ðåçóëüòàò Òh2-äèôôåðåíöèðîâêè, ÷òî ïðèâîäèò ê 8-êðàòíîìó ñíèæåíèþ
âûðàáîòêè IL-4. Ýòî ïîäàâëåíèå èìåëî òîò æå ïîð äîê, êîòîðûé íàáëþäàåòñ  â êóëüòóðàõ,
ïðîèñõîä ùèõ îò êëåòîê, äèôôåðåíöèðîâàâøèõñ  â ïðèñóòñòâèè ËÏÑ. Â
ïðîòèâîïîëîæíîñòü ýòîìó äðóãîé øòàìì Lactobacillus íå îáëàäàë âû âë åìûì ýôôåêòîì â
îòíîøåíèè óðîâíåé IL-4. Èíòåðåñíî, ÷òî óðîâíè γ-èíòåðôåðîíà íå âîçðàñòàëè ïîñëå
äîáàâëåíè  ST11 ê ïåðâè÷íûì êóëüòóðàì.

Êàê ìîæíî âèäåòü èç èçëîæåííîãî âûøå, øòàììû ïî íàñòî ùåìó èçîáðåòåíèþ ìîãóò
áûòü ýôôåêòèâíî ïðèãîòîâëåíû äë  ïîëó÷åíè  ïèùåâîãî è/èëè ôàðìàöåâòè÷åñêîãî
íîñèòåë , ñîõðàí þùåãî ïðåèìóùåñòâà öåííûõ ñâîéñòâ ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Ïðèìåð 11
Øòàìì ST11 òåñòèðîâàëè â êëèíè÷åñêèõ èñïûòàíè õ â ãðóïïå æèòåëåé ïðåäìåñòèé
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Ãâàòåìàëû ïî åãî ñïîñîáíîñòè âëè òü íà ïåðåäà÷ó è ðàñïðîñòðàíåíèå îñòðîé ñâ çàííîé ñ
ñåçîíîì äîæäåé äèàðåè, ïîðàæàþùåé áîëüøèíñòâî äåòñêîãî íàñåëåíè  ýòîãî ðåãèîíà.
Âñåãî â àíàëèç áûëè âîâëå÷åíû 203 ðåáåíêà â âîçðàñòå 35-70 ìåñ öåâ, êîòîðûå ïîëó÷àëè

âìåñòå ñ ïèùåé äîçó 1010 æèâûõ îðãàíèçìîâ (ST11) èëè íå ïîëó÷àëè åå (ïëàöåáî) çà
ïåðèîä â 29 äíåé. Äåòè, îòîáðàííûå è â ýêñïåðèìåíòàëüíóþ, è â êîíòðîëüíóþ ãðóïïû,
ñîîòâåòñòâåííî èìåëè õàðàêòåðíûå äë  ñîîòâåòñòâóþùåãî âîçðàñòà ïðèçíàêè
íåäîñòàòî÷íîãî âåñà è ðîñòà èç-çà íåäîåäàíè .

Ïåðåä íà÷àëîì ïèùåâûõ èñïûòàíèé íà äåò õ äîøêîëüíîãî âîçðàñòà áûëà ïðîâåäåíà
îöåíêà áåçîïàñíîñòè ñ ïîìîùüþ òåñòîâ in vitro è in vivo. Àíàëèç in vitro âû âèë ïàðàìåòðû
ðåçèñòåíòíîñòè ê àíòèáèîòèêàì, ñõîäíûå ñ òàêîâûìè ó äðóãèõ ìîëî÷íûõ áàêòåðèé,
èñïîëüçóåìûõ äë  ïðèãîòîâëåíè  ïèùåâûõ ïðîäóêòîâ, à òàêæå îòñóòñòâèå âîçìîæíîãî
îáðàçîâàíè  áèîãåííûõ àìèíîâ è ïîòåíöèàëà ïî ðàçðóøåíèþ ìóöèíà è äåêîíúþãèðîâàíèþ
ñîëåé æåë÷íûõ êèñëîò. Â ïëàöåáîêîíòðîëèðóåìîì êëèíè÷åñêîì èñïûòàíèè, âêëþ÷àâøåì 42
âçðîñëûõ äîáðîâîëüöà, áûëà óñòàíîâëåíà õîðîøà  ïåðåíîñèìîñòü ST11 è îòñóòñòâèå
èíäóêöèè êàêèõ-ëèáî âðåäíûõ ýôôåêòîâ â ãðóïïå êîíòðîëèðóåìûõ âîçìîæíûõ ïðî âëåíèé,
òàêèõ êàê ìåòåîðèçì, êîëè÷åñòâî èñïðàæíåíèé çà ñóòêè è êîíñèñòåíöè  èñïðàæíåíèé; íå
îòìå÷åíî ïîâûøåíè  óðîâíåé áåëêîâ îñòðîé ôàçû â ñûâîðîòêå, êîòîðûå ìîãëè áû èìåòü
îòíîøåíèå ê âîñïàëèòåëüíîé ðåàêöèè.

Îáðàçöû è ïëàöåáî áûëè óïàêîâàíû â ïàêåòèêè â ñîîòâåòñòâèè ñ òåõíîëîãèåé Nestle
Product Technology Center â óñëîâè õ ôàáðèêè â Êîíîëüôèíãåíå (Øâåéöàðè ), ïîñëå ÷åãî
îòïðàâëåíû â Ãâàòåìàëó â õîëîäèëüíèêå. Êàæäà  10 ã óïàêîâêà ñîäåðæàëà

àðîìàòèçèðîâàííûé øîêîëàäîì íàïîëíèòåëü è ëèáî 0,2 ã ST11 (1010 ÊÎÅ), ëèáî â ñëó÷àå
ïëàöåáî 0,2 ã ñóõîãî ìîëîêà. Àðîìàòèçèðîâàííûé øîêîëàäîì íàïîëíèòåëü ñîäåðæàë
êàêàî-ïîðîøîê, ñàõàð, ëåöèòèí ñîè, âàíèëèí è êîðèöó. Óïàêîâêè õðàíèëè ïðè 4-6°Ñ âïëîòü
äî 2 ÷àñîâ äî íà÷àëà èõ èñïîëüçîâàíè . Ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì ñîäåðæèìîå óïàêîâêè
äîëæíî áûòü ðàñòâîðåíî â 100 ìë âîäû, ïðåäîñòàâë åìîé Nestle, êîòîðà  ëèøåíà êàêîãî
áû òî íè áûëî áàêòåðèàëüíîãî çàãð çíåíè .

Â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèìåí åìûì ïðîòîêîëîì, äèàðåþ äèàãíîñòèðîâàëè êàê íàëè÷èå òðåõ
èëè áîëüøåãî ÷èñëà æèäêèõ èëè áåñôîðìåííûõ èñïðàæíåíèé çà 24 ÷àñà. Ïðèñòóï äèàðåè
îïðåäåë ëè êàê ñîáûòèå, ïîäòâåðæäàþùåå íàëè÷èå ïîíîñà (äèàðåè) (òðè èñïðàæíåíè 
äèàðåéíîãî òèïà çà 24 ÷àñà). Åå îáùóþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü â ÷àñàõ ïîäñ÷èòûâàëè îò
ìîìåíòà ïåðâîãî èç òðåõ ðåãèñòðèðóåìûõ èñïðàæíåíèé äî ïî âëåíè  ïåðâîãî
îôîðìëåííîãî èñïðàæíåíè  èëè äî 24-÷àñîãî ïåðèîäà ïîëíîãî îòñóòñòâè  äåôåêàöèè.
Íàëè÷èå �íîâîãî� ïðèñòóïà ó ðåáåíêà îïðåäåë ëè ïî ïðîøåñòâèè 48 ÷àñîâ ïîñëå îêîí÷àíè 
ïðåäûäóùåãî ïðèñòóïà. Åñëè ýòîãî íå ïðîèñõîäèëî, òî òîò æå ñàìûé ïðèñòóï ñ÷èòàëñ 
ïðîäîëæàþùèìñ , è äë  îöåíêè èñïîëüçîâàëè âåëè÷èíó åãî îáùåé ïðîäîëæèòåëüíîñòè.
Îòìå÷àëè äåòåé, äë  êîòîðûõ áûëî çàäîêóìåíòèðîâàíî äâà èëè áîëüøåå ÷èñëî ïðèñòóïîâ
äèàðåè â òå÷åíèå 29-äíåâíîãî ïåðèîäà íàáëþäåíèé. Èíòåíñèâíîñòü ïðèñòóïà îïðåäåë ëè
ïî îáùåìó ÷èñëó ñëó÷àåâ ñëàáîãî ñòóëà. Ýëåìåíòàìè ò æåñòè ïðèñòóïà ñ÷èòàëè
ïðèñóòñòâèå êðîâè, ñëèçè èëè ãíî  â èñïðàæíåíè õ íàð äó ñ ñèìïòîìàìè ëèõîðàäêè è
ðâîòû. Èíòåíñèâíîñòü â 7 èñïðàæíåíèé çà 24 ÷àñà èëè íåîáõîäèìîñòü âìåøàòåëüñòâà
ïðîôåññèîíàëüíîãî âðà÷à â óñëîâè õ êëèíèêè, öåíòðà çäîðîâü  èëè ãîñïèòàë  òàêæå
êëàññèôèöèðîâàëè êàê ò æåëûé ïðèñòóï.

Êîãäà ïðèñòóï äèàðåè äèàãíîñòèðîâàëè â óñëîâè õ íåïîñðåäñòâåííîãî îáñëåäîâàíè , òî
áðàëè îáðàçåö äèàðåéíîãî ñòóëà äë  ìèêðîñêîïè÷åñêîãî àíàëèçà è ïîñåâà ñ öåëüþ
èäåíòèôèêàöèè âîçìîæíûõ ïàòîãåíîâ-âîçáóäèòåëåé äàííîãî ïðèñòóïà. Îáðàçåö
äèàãíîñòèðîâàëè íà ðîòàâèðóñíûé àíòèãåí, ë ìáëèè è äèçåíòåðèéíóþ àìåáó â òîì ñëó÷àå,
êîãäà îáðàçåö áûë äèçåíòåðèéíûì, à òàêæå íà áàêòåðèàëüíûå ïàòîãåíû, âêëþ÷à  Shigella,
Salmonella, Aeromonas, Plesiomonas shigelloides, E.coli è, âîçìîæíî, õîëåðíîãî âèáðèîíà.

Çà ïåðèîä èññëåäîâàíèé îáðàçöû ïðîäóêòîâ ñîáèðàëè ñ öåëüþ àíàëèçà
æèçíåñïîñîáíîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ, âêëþ÷à  ïåðèîä ââåäåíè . Ìîæíî áûëî âèäåòü, ÷òî
ìèêðîîðãàíèçì ñîõðàí ë æèçíåñïîñîáíîñòü â óïàêîâêàõ â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà

èññëåäîâàíè  òàê, ÷òî äàæå â êîíöå èññëåäîâàíè  óïàêîâêè áûëè ñïîñîáíû äàòü ïî
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10 10 æèâûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ïîñëå ðàçâåäåíè  â âîäå.
Èññëåäîâàíèå ïîêàçàëî, ÷òî îáðàçåö, ñîäåðæàùèé ïðîáèîòè÷åñêèé ìèêðîîðãàíèçì,

ìîæåò ñíèæàòü ðàñïðîñòðàíåíèå ïîíîñà ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (ïëàöåáî)
ïðèìåðíî íà 30%. Òàêæå êîíòðîëüíà  ãðóïïà óæå ïðî âë ëà ñíèæåííóþ ÷àñòîòó
âñòðå÷àåìîñòè ïîíîñà ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìàëüíîé ïîïóë öèåé, íå ïîëó÷àâøåé,
ñîîòâåòñòâåííî íè îáðàçöîâ, íè ïëàöåáî. Ýòî ïîñëåäíåå íàáëþäåíèå îò÷àñòè ìîæíî
îáú ñíèòü òåì, ÷òî äåòè ïîëó÷àëè äîïîëíèòåëüíîå ïîëíîöåííîå ïèòàíèå è ÷èñòóþ âîäó.
Îäíàêî ïîñêîëüêó àíàëèç áûë ïðîâåäåí â ïîëåâûõ óñëîâè õ, òî ìîæíî ñäåëàòü ÷åòêèé
âûâîä î òîì, ÷òî ST11 ìîæåò íàäåæíî ñíèæàòü ðàñïðîñòðàíåíèå äèàðåè in vivo.

Ôîðìóëà èçîáðåòåíè 
1. Øòàìì Lactobacillus paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461), îáëàäàþùèé ñïîñîáíîñòüþ

ïðåäîòâðàùàòü êîëîíèçàöèþ êèøå÷íèêà ïàòîãåííûìè áàêòåðè ìè, âûçûâàþùèìè äèàðåþ,
è ïðåäîòâðàùàòü çàðàæåíèå ýïèòåëèàëüíûõ êëåòîê êèøå÷íèêà ðîòàâèðóñàìè.

2. Ïèùåâîé ïðîäóêò, õàðàêòåðèçóþùèéñ  òåì, ÷òî îí ñîäåðæèò îò 1 ⋅105 äî 1⋅1012 ÊÎÅ
øòàììà Lactobacillus paracasei 1-2116 (NCC 2461)/ã ïèùåâîãî íîñèòåë , âûáðàííîãî èç
ìîëîêà, éîãóðòà, òâîðîãà, ñûðà, ôåðìåíòèðîâàííîãî ìîëîêà, ôåðìåíòèðîâàííûõ ïðîäóêòîâ
íà îñíîâå ìîëîêà, ìîðîæåíîãî, ïðîäóêòîâ íà îñíîâå ôåðìåíòèðîâàííûõ õëåáíûõ çëàêîâ,
ñóõîãî ìîëîêà, äåòñêîãî ïèòàíè .

3. Ôàðìàöåâòè÷åñêà  êîìïîçèöè  äë  ïðîôèëàêòèêè è/èëè ëå÷åíè  çàáîëåâàíèé,
ñâ çàííûõ ñ äèàðååé, ñîäåðæàùà  ýôôåêòèâíîå êîëè÷åñòâî ÊÎÅ øòàììà Lactobacillus
paracasei CNCM I-2116 (NCC 2461) èëè íàäîñàäî÷íîé ôðàêöèè åãî êóëüòóðû è
ôèçèîëîãè÷åñêè ïðèåìëåìûé íîñèòåëü, âûáðàííûé èç ìîëîêà, éîãóðòà, òâîðîãà, ñûðà,
ôåðìåíòèðîâàííîãî ìîëîêà, ôåðìåíòèðîâàííûõ ïðîäóêòîâ íà îñíîâå ìîëîêà, ìîðîæåíîãî,
ïðîäóêòîâ íà îñíîâå ôåðìåíòèðîâàííûõ õëåáíûõ çëàêîâ, ñóõîãî ìîëîêà, äåòñêîãî ïèòàíè ,
òàáëåòîê, æèäêèõ áàêòåðèàëüíûõ ñóñïåíçèé, ñóõèõ ïèùåâûõ äîáàâîê, âëàæíûõ ïèùåâûõ
äîáàâîê, ñóõèõ ïèùåâûõ òþáèêîâ èëè âëàæíûõ ïèùåâûõ òþáèêîâ.
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