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Néazev vynalezu:

Biologicky &istd kultura bakterii
mlééného kvaseni a prostfedek pro
1ééebné nebo profylaktické pouziti

Anotace:

Biologicky ¢ist4 kultura bakterif mlé&ného kvasent, s
afinitou k implantaci ve stfevnf fléfe, se schopnostf
Inout ke stfevnim buitkdm, se schopnostf kompeti-
tivné vyloudit patogenn{ bakterie ze stfevnich bunék
a se schopnostf imunomodulace, kterymi jsou bakte-
rie mlé¢ného kvaSenf Lactobacillus johnsonii kmen
CNCM 1-1225 nebo Bifidobacterium ze skupiny Bifi-
dobacterium breve CNCM 1-1226, Bifidobacterium
infantis CNCM 1-1227 a Bifidobacterium longum
CNCM 1-1228. Prostfedek pro lé¢enf nebo profy-
laktické pouziti v Zaludetnim a stfevnim systému
obsahuje biologicky ¢&istou kulturu a poZivatelny
nosi¢.



20

25

30

35

40

CL 234494 BoO

Biologicky &ista kultura bakterii mlééného kvafeni a prostiedek pro lééebné nebo
profylaktické pouziti

Oblast techniky

Vynilez se tyka biologicky &isté kultury bakterii mlé&ného kvaseni, prostfedki, které tento kmen
obsahuji a jsou ur€eny pro 1é€ebné nebo profylaktické pouZiti v Zalude&nim a stfevnim systému.

Dosavadni stav techniky

V EP 199 535 (Gorbach a Goldin) se navrhuje pouZiti bakteri4lniho kmene, ktery byl v prvnim
pfiblizeni identifikovan jako Lactobacillus (L.) acidophilus, pak viak bylo prokazino, Ze kmen
ma fadu znak, které jsou podobné&jsi znakim kmene L. casei subs. ramnosus (M. Silva a dalsi,
Antimicrobial Agents and Cl: :motherapy, 31, ¢&. 8, 1231 aZ 1233, 1987). Tento kmen dobte Ine
k buiikdm sliznice tenkého stieva a je vhodny pro 1é&ebné pouZiti. Kmen byl oznaden "kmen
GG" abyl uloZen do vefejné sbirky kultur ATCC (American Type Culture Collection) pod
Cislem 53103, amiZe byt pouZit také spolu s farmaceuticky pfijatelnym nosi€em, zejména
s potravinafskymi produkty a pfedev§im napfiklad spolu s vyrobky zkyselého mléka nebo
okyseleného mléka typu jogurtu.

Jiné kmeny téhoZ typu byly jiZ dlouho pouZivény v analogickych vyrobcich k podobnym t&elim.
Stale v3ak pfetrvava potfeba zvlasté¢ vhodnych kmenu tohoto typu, které by bylo moZno jasn&
identifikovat, které by mély nesporné vyhody a obohatily by tak skupinu dostupnych kmeni.

Vynalez si klade za ukol navrhnout zv1a3té vhodny kmen pro uvedené pouZiti.

Podstata vynalezu

Podstatu vynalezu tvofi biologicky <&istd kultura bakterii mlééného kva3eni s afinitou k
implantaci ve stfevni fléfe, se schopnosti Inout ke stfevnim buiikam, se schopnosti kompetitivné
vylou€it patogenni bakterie ze stievnich bunék a se schopnosti imunomodulace. Jde o bakterie
mlééného kvaSeni Lactobacillus johnsonii kmen CNCM 1-1225 nebo o Bifidobacterium ze
skupiny Bifidobacterium breve CNCM I-1226, Bifidobacterium infantis CNCM 1-1227 a
Bifidobacterium longum CNCM I-1228.

Podstatu vynélezu tvoii rovné€z prostiedek pro 1é¢ebné nebo profylaktické pouZiti v Zalude&nim
a sttevnim systému, ktery obsahuje biologicky &istou kulturu a poZivatelny nosig.

Uvedeny kmen je zvlaSt€ urfen pro podidni u &lovéka nebo Zivo€ichii pro 1é€ebné nebo
profylaktické pouziti v Zaludetnim a stfevnim systému, ato zvla$t& jako' protiprijmovy
prostiedek.

Kmen je moZno podavat ve formé& biologicky &isté kultury, naptiklad jako takové po zmrazeni
a/nebo po lyofilizaci. Kultura miZe obsahovat naptiklad 10° a% 10" Zivotaschopnych bungk
(tento pojem bude déle zkracovan cfu na zdkladé anglického vyrazu "colony forming units") na
1 g kapalné nebo zmrazené formy a 10° az 10" cfu/g v ptipad? lyofilizované formy.

Kmen je také mozno podavat ve formé& prostfedku, ktery kulturu obsahuje, na poZivatelném
nosii, miZe jit zejména o farmaceuticky nosi¢ nebo o potravinaisky produkt, napfiklad
okyselené mléko, zv14st& jogurt nebo praskové produkty na bazi mléka.

V jednom zvyhodnych provedeni tvoii podstatu vynalezu kultura kmene bakterii mlééného
kvaseni, vybrana pro svou afinitu k implantaci v zaZivaci trubici myS$i nebo krys s lidskou stéevni
flérou.
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V dal§im vyhodném provedeni tvofi podstatu vynélezu kultura kmene bakterii mlé&ného kvaseni,
vybrana pro svou schopnost kompetitivné vylougit patogenni bakterie, které jsou pfi¢inou vzniku
prijmu na zaklad€ infekce stfevnich bunék.

Z riznych kmeni bakterif, které byly izolovany a podrobeny selekci, zejména z riiznych typt

okyseleného mléka, zvla§t€ komeréné dodavanych jogurtd nebo z bézn& dodavanych kultur pro
vyrobu tohoto mléka nebo z vykald kojencil, byly &tyfi kmeny uloZeny dne 30. Eervna 1992
podle Budapes$t'ské umluvy do vefejné sbirky kultur Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 28 rue de Dr. Roux, 75724 Paris Cedex 15, Francie.
Kazdému kmenu bylo pfidé€leno Cislo, které je dale uvedeno v zavorce za nazvem tohoto kmene,
jde o kmeny Lactobacillus johnsonii (dfive acidophilus) (CNCM 1-1225), Bifidobacterium breve
(CNCM I-1226), Bifidobacterium infantis (CNCM 1-1227) a Bifidobacterium longum (CNCM I-
1228).

Podrobnosti, tykajici se morfologie a obecnych viastnosti téchto kment jsou dale uvedeny:
L. johnsonii CNCM 1-1225
Morfologie:

- gram-pozitivni organismus, ktery je nepohyblivy a netvofi spory,

- jde o izolované, pomé&rné kratkeé a silné ty¢inkovité formy.
Metabolismus:

- mikroaerofilni mikroorganismus s homofermentativnim metabolismem, davajici vznik produkci
kyseliny L(+) a D(-)-mlé¢né,

- dal$imi vlastnostmi jsou kataldza (-), produkce oxidu uhli¢itého (-), hydrolyza argininu (-).
Fermentace cukri:

Amygdalin (+), arabinéza (-), cellobiéza (+), eskulin (+), fruktdza (+), galaktéza (-), glukdza (+),
laktéza (+), maltéza (+/-), mannitol (-), manndza (+), melibiéza (-), raffinéza (+), ribéza (-),
salicin (+), sachardza (+) a trehaléza (+).

B. breve CNCM 1-1226, B. infantis CNCM 1-1227 a B. longum 1-1228

Morfologie:

- gram-pozitivni mikroorganismus, ktery je nepohyblivy a nevytvafi spory,

- jde o kratké ty€inky se zaoblenymi konci a rozvétvenim typu "V" nebo "Y".
Metabolismus:

- jde o anaerobni organismy s heterofermentativnim metabolismem, ktery dava vznik pievazné
tvorbé kyseliny mlééné a kyseliny octové,

- dali vlastnosti jsou katalaza (-), produkce oxidu uhli¢itého (-) a hydrolyza argininu (-)-.
Fermentace cukri:
Vzhledem ktomu, Ze profil fermentace cukri u téchto kmeni je velmi nestdly aneni

reprodukovatelny, dochazi k trvalé fermentaci pouze u nékolika malo cukri, zejména D-ribdzy,
laktozy a rafindzy.
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Podrobnosti, tykajici se zvladtnich vlastnosti, pro které byly kmeny vybriny, budou dile
uvedeny:

Implantace do stievni flory
Gnotoxenické mysi

Dvéma skupinidm axenickych my3i (mysi bez stfevni flory) byla implantovana lidska stfevni fléra
vZdy od odliného dérce (gnotoxenické mysi). Po n&kolika dnech aklimatizace je stfevni fléra
téchto mysi zcela srovnatelnd se stievni flérou lidskych darcd z funkéniho, kvalitativniho
i kvantitativniho hlediska.

Byla testovana fada kmenl pro schopnost kolonizovat aZivaci trubici téchto mysi s lidskou
flérou, to znamena na afinitu pro implantaci ve stievni flofe uvedeného typu.

Bylo zjidténo, Ze vétSina kmend neni schopna této implantace ani po opakovaném olkovani,
presto Ze nepfiklad L. johnsonii, kmen CNCM I1-1225, byl schopen proliferace a implantace
v zazivaci trubici, to znamend ve stfevni flofe mys$i obou uvedenych skupin po jediném
naockovani.

Tato kolonizace nebo implantace umoziiuje, aby kmen byl ve vykalech pfitomen v mnoZstvi
vy$sim nez 10° cfu/g. Tento obsah Zivotaschopnych bakterii ve vykalech je moZno pozadovat za
nutny a/nebo dostate¢ny ktomu, aby metabolismus pouZitého kmene mohl modifikovat
metabolismus hostitele.

Bylo také zjidt€no, Ze tato implantace pfetrvava tak dlouho, dokud neni zdvaZn& porugeno Zivotni
prostredi Zivodichu.

Gnotoxenické krysy

Axenické krysy byly kolonizovany (gnotoxenické krysy) izolovanym kmenem (Bacteroides
theraiotamicron FI 1, vefejna sbirka Centre de Recherche Nestec SA, CH-1000, Lausanne,
Svycarsko). Jde o kmen ze stfevni flory zdravého darce, ktery byl pouzit k simulaci produkce
enzymi v uplné fekalni flofe. Doslo k velké kolonizaci stfev téchto krys, takZe uvedeny kmen byl
ve vykalech pFitomen v mnoZstvi pfiblizng 10® cfu/g.

Pfi pokusu o implantaci kmene L. johnsonii, CNCM I-1225, do této fléry doslo k dobré soudasné
kolonizaci, takZe i tento kmen byl pak ve vykalech p¥itomen v mnoZstvi priblizng 10® cfu/g.

Lidsti dobrovolnici

Jako srovnavaci hodnota pfi téchto pokusech byl stanoven potet Zivotaschophych bungk L.
bulgaricus, ktery se objevuje ve vykalech zdravych dobrovolniki, ktefi jedli tradiéni jogurt,
pfipraveny fermentaci kravského mléka b&zn€ doddvanou kulturou L. bulgaricus a S.
thermophilus.

Dobrovolnici nejedli Zddny fermentovany mléény produkt po dobu tfi po sobé nasledujicich
obdobi tii tydni aZ na jogurt, ktery jedli v priibéhu druhého tfitydenniho obdobi.

V prubéhu tii tydnd, v nichZz dobrovolnici jedli jogurt, byla davka tohoto jogurtu upravena tak,
aby bylo pozito pfiblizng 10'® bun&k L. bulgaricus denng, co odpovidé pfiblizng tfem jogurtim
s hmotnosti 120 g. V pribhu této doby obsahovaly vykaly dobrovolnikii piiblizng 10° cfu/g L.
bulgaricus.

Podle vynalezu byly zkousky provadény obdobnym zpisobem, av3ak jogurt byl pfipraven
fermentaci mléka pfi pouZiti b&2né kultury S. thermophilus a B. bifidus, kultury byly doplnény
napriklad kmenem L. johnsonii CNCM I-1225 v koncentraci téhoZ fadu.
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Celkovy podet Zivotaschopnych bun&k uvedeného typu bakterii ve vykalech dobrovolniki byl
stanoven pfed, v prib&hu a po obdobi poZzivani jogurtu. Pfed poZivanim jogurtu byly nalezeny
hodnoty 10° az 10° cfu/g, v pribéhu poZivani byly nalezeny hodnoty vy3§i nez 10’ cfu/g apo
obdobi poZivani jogurtu hodnoty 10 cfu/g.

V prib&hu poZivani jogurtu tedy doslo ke vzestupu celkového mnoZstvi bakterii Lactobacillus ve
vykalech. Kmen CNCM I-1225 byl nalezen u dobrovolniki ve velkém mnoZstvi a v
Zivotaschopné formé&. Byl v3ak eliminovan v n&kolika malo dnech po pferuseni uZivani jogurtu.

SniZeni enzymatické aktivity vykalt
Gnotoxenické krysy

Pfi pokusech, provadénych s gnotobiotickymi krysami, tak jak byly svrchu uvedeny, byla
stanovena u€innost fekalni azoreduktizy a nitroreduktazy. Tyto enzymy byly zvoleny z toho
diivodu, Ze se Ucastni produkce kancerogennich latek. Vysoka koncentrace téchto enzymi je tedy
spojena se zvySenym rizikem vzniku rakoviny v tlustém stievé.

Bylo zjisténo, Zze fekalni enzymaticka acinnost gnotobiotickych krys v pfitomnosti Bacteroides
vzrostla na 2,5 mikrogrami/h/mg bilkoviny pro azoreduktizu a na 4,2 mikrogrami/h/mg
bilkoviny pro nitroreduktazu, kdeZto v pfipadé gnotobiotickych krys v pfitomnosti Bacteroides
a souCasné pii implantaci kmene CNCM I-1225 vzrostla tato enzymatickd 0O&innost na
1,8 mikrogrami/h/mg bilkoviny pro azoreduktizu a na 3,5 mikrogrami/h/mg bilkoviny pro
nitroreduktézu.

Mimo to bylo prokdzano, Ze u gnotobiotickych krys se stfevni florou, tvofenou vyluéné kmenem
CNCM 1-1225, neni moZno prokézat Zadnou G¢innost fekalni azoreduktazy ani nitroreduktazy.

Jinak feCeno, pfitomnost kmene CNCM I-1225 ve flofe gnotobiotickych krys vyvolava sniZeni
produkce nékterych nezidoucich enzymii u téchto Zivolichli a tedy piiznivou modifikaci
v metabolismu hostitele.

Lid3ti dobrovolnici

Utinnost fekalni nitroreduktizy byla stanovena svrchu uvedenym zpiisobem také u lidskych
dobrovolniki. Uginnost uvedeného enzymu byla stanovena v prib&hu poslednich dnii pied
pocatkem obdobi poZivani jogurtu, pfipravené¢ho napiiklad pfi pouZiti kmene CNCM 1-1225,
v priibéhu obdobi poZivani tohoto jogurtu a n€kolik prvnich dnil po pferuseni poZivani jogurtu.

Bylo zjiSténo, Ze udinnost enzymu klesla zhodnoty 8,2 na 4,9 mikrogrami/h/mg bilkoviny
v priibéhu obdobi poZivani jogurtu, na této hodnoté zistala jesté tyden po skoneném poZivani
jogurtu a pak zacala hodnota opét postupné stoupat.

Imunomodulace
Lidsti dobrovolnici (fagocytarni schopnost leukocytii)

Lidsti dobrovolnici nejedli zadné fermentované mlééné produkty az na ty, které nélezely do
nasledujiciho testu: 3 tydny poZivani mléka, nasledujici 3 tydny jogurt, pfipraveny fermentaci

mléka smiSenou kulturou naptiklad bézné dodavaného S. thermophylus a L. johnsonii CNCM I-
1225 a pak 6 tydnd mléko.

Fagocytarni schopnost leukocytu v periferni krvi téchto dobrovolniki byla stanovena na poCatku
a na konci kazdého z uvedenych obdobi.

Pfi tomto stanoveni byly izolovany z krve leukocyty a byly uvedeny do styku s fluorescenénimi
bakteriemi. Po fagocytéze bylo mé&feno mnoZstvi fluorescence zleukocytii fluorescennimi

[

bakteriemi cytometrickou analyzou v pritokovém zafizeni, které je b&€Zn€ dodavano pod nazvem
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Gacsan. Mnozstvi leukocytii v procentech s fagocytarni u¢innosti je pak mozno ze ziskanych
hodnot vypo¢itat a uvést jako fagocytarni schopnost.

Fagocytarni schopnost leukocyti v periferni krvi 36,5 % byla zji§t¥na na po&atku prvniho
obdobi, v némZ bylo poZivano mléko. Na konci tohoto obdobi a tedy na po&atku poZivani jogurtu
byla stanovena hodnota 32,7 %. Na konci obdobi, v ném% byl poZivan jogurt, byla namé&fena
hodnota 51,8 % a6 tydni poté, to znamend po 6 tydnech nasledného poZivani mléka byla
naméfena hodnota 51,4 %. Pravd€podobnost chyby (hodnota p) pii stanoveni tohoto vzestupu
fagocytarni schopnosti leukocytl k zajisténi statistické vyznamnosti uvedenych hodnot je niZsi
nez 0,1 %.

Lidsti dobrovolnici (reakce na vakcinu)

16 zdravych dobrovolniki (pokusnd skupina) plnilo nasledujici program: dva tydny (tyden 1.
a 2.) pozivali obvyklou stravu s vyjimkou jakychkoliv fermentovanych vyrobkd, nasledujici tfi
tydny (tyden 3. 4. a 5.) poZzivali smiSenou stravu se tfemi jogurty s hmotnosti 125 ml denng,
pfi¢emZ tyto jogurty byly prfipraveny fermentaci mléka bé&Znou kulturou S. thermophilus
a Bifidobacterium bifidus s pfidavkem L. johnsonii CNCM I-1225 v mnoZstvi 10’ az 10® cfu/ml,
a posledni dva tydny (tyden 6. a 7.) byla podavéana b&Zné strava bez jakychkoliv fermentovanych
produkti.

Kontrolni skupina 14 zdravych dobrovolniki sougasné plnila program, ktery spocival v poZivani
obvyklé stravy bez jakychkoliv fermentovanych produkti.

Ve dnech 1, 3 a5 ve 4. tydnu byla dobrovolnikiim zobou skupin poddvana Ziva peroralni
vakcina (Salmonella typhi Ty21a) podle pokyni vyrobce.

VSem dobrovolnikiim byly odebrény krevni vzorky tfi dny po po¢éatku tfetiho tydne a jeden den
a 10 dnii po pocatku patého tydne.

Stanoveni koncentrace specifickych protilatek typu IgA, produkovanych jako imunologicka
odpovéd’ na antigenni lipopolysacharidy (LPS) ze Salmonella typhi bylo provddéno metodou
ELISA.

Bylo prokazano, Zze vzestup koncentrace specifickych protilitek IgA, pozorovany 15 dnd po
vakcinaci ve srovnani s koncentraci, prokizanou 9 dnii pfed vakcinaci je v obou skupinich
statisticky vyznamny (p vét$i nez 0,001).

Avsak v pfipadg, Ze se berou v Givahu rozsahy faktorli tohoto vzestupu <2, >2 a <3, >3 a <4 a >4,
ziska se v téchto rozsazich distribuce 1, 6, 3 a 6 dobrovolnikii z pokusné skupiny a 8, 3, 0 a
3 dobrovolnici z kontrolni skupiny. To znamena, Ze faktory vzestupu jsou statisticky vyznamng
vy$§i v pokusné skupiné ve srovnani s kontrolni skupinou (p = 0,04). ;

Adheze ke stfevnim buiikdm

Byly provedeny zkousky na adhezi riznych kmenu bakterii mlééného kvaSeni ke stfevnim
buiikam, a to zejména k lidskym epitelidlnim stfevnim butikim Caco-2 (M. Pinto a dalsi, Biol.
Cell,, 47, 323, 1983) ak sekre¢nim buitkdm lidského stfeva HT29-MTX, u nichZz dochazi
k sekreci slizu (Lesuffleur a dal$i, Cancer Res., 50, 6334 - 6343) in vitro v jednoduché souvislé
vrstvé.

K tomuto G&elu byly butiky p&stovany v lahvich z plastické hmoty s plochou 25 cm? (Corning)
pro udrZeni bun&&nych linif a na sterilizovanych a tuku zbavenych &tvercich skla s rozmé&rem 22
X 22 mm, uloZenych do ploten se Sesti vyhloubenimi (Corning) pro zkousky na adhezi.

Pii p&stovani bun&k Caco-2 a HT29-MTX je od druhého dne po naotkovani nutno Zivné
prostiedi denné ménit. Jako Zivné prostiedi se uZije Eaglovo minimélni zakladni prostfedi
v praskové formé&, modifikované podle Dulbecca (prostiedi DMEM).
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Bakterie mlééného kvaSeni byly péstovany za anaerobnich podminek na prostiedi MRS ze
zmrazené zasobni kultury. O¢kovani bylo provadéno z druhé subkultury.

Prostredi pro inkubaci bunck bylo pfipraveno smisenim 50 % prostfedi DMEM bez antibiotika
a 50 % prostfedi MRS, v ném¥ bakterie rostly, toto prostiedi obsahovalo 10® bunk Lactobacillus
nebo Bifido bacterium (Chauviére G. a dal§i, FEMS Microbiol. Lett., 91, 213 - 218, 1592).

P¥i provadéni zkousky na adhezi bylo prostfedi, obsahujici bakterie, uloZzeno na stfevni buiiky
a smés byla jednu hodinu inkubovéna za aerobnich podminek. Pak byly plotny s vyhloubenimi
pétkrat promyty vzdy 20 kruhovymi pohyby tak, aby bylo moZno odstranit viechny bakterie, u
nichZ nedoslo k adhezi. Pak byly vrstvy stfevnich bunék fixovany postupné 10 minut v 70%
methanolu, 10 minut v 95% methanolu a 15 minut ve 100% methanolu, a pak barveny barvenim
Gram nebo Giemsa. Stupefi adheze byl stanoven po¢itdnim adherujicich bakterii pod
mikroskopem.

Z velkého poctu zkoumanych kment mély &tyfi svrchu uvedené kmeny velmi dobrou adhezi ke
stfevnim buiikam, jak bylo prokazano pfi svrchu uvedenych zkouskéach s pouzitim bun&&né linie
Caco-2.

Kmen L. johnsonii CNCM I-1225 Inul k buikdm Caco-2 v mnoZstvi 150 + 23 bakterialnich
bunék na 100 bun€k Caco-2. V pfipadé, Ze se tento vysledek zaznamena jako ++++, je vysledek
pro B. breve CNCM 1-1226 ++++++, vysledek pro B. infantis CNCM 1-1227 ++++ a vysledek
pro B. longum CNCM 1-1228 rovnéz ++++.

Pfi zkouskach na adhezi kmene L. johnsonii CNCM I[-1225, napiiklad na buiiky HT29-MTX,
byly ziskany jesté presveédEivéjsi vysledky.

Bylo také neocekavané prokazano, Ze adheze bunék téchto kmenii nebo alespoii nékterych z nich
je zpusobena faktorem, které tyto buriky vyluduji do svého vlastniho Zivného prostfedi, napfiklad
MRS nebo mléka. To znamena, Ze v ptipad¢, Ze inkubace 1 hodinu spolu s buitkami Caco-2 byla
provadéna v pfipad€ kment L. johnsonii CNCM I-1225, B. breve CNCM 1-1226 nebo B. longum
CNCM 1-1228 bez ptitomnosti jejich Zivného prostiedi, bylo moZno pozorovat podstatné snizeni
této adheze.

Mimoto v piipadé, Ze tato inkubace s pouzitim uvedenych kmeni a jejich Zivného prostiedi byla
na buiikach Caco-2 provadé€na tak, Ze prostfedi bylo pfedem podrobeno pilisobeni trypsinu, bylo
opét moZno pozorovat statisticky vyznamné sniZeni adheze. To potvrzuje, Ze faktor, ktery je
témito kmeny vyluovan do Zivného prostiedi a ktery podporuje adhezi, ma povahu bilkoviny.

Kompetitivni vylou€eni patogennich bakterii

Byly provadény zkousky srliznymi kmeny bakterii mlééného kvaSeni na jejich schopnost
kompetitivné€ vyloudit ze stfevnich bun€k patogenni bakterie, zejména takové, které jsou pficinou
prijmovych onemocnéni.

Zkousky byly provedeny zvlast€ na schopnost vyloudit ze stfevnich bun€k nékteré saprofytické
kmeny E. coli, typické pro ¢loveka i n€které dalsi Zivodichy, které se mohou stat virulentnimi a
patogennimi. Jde zejména o enterotoxinogenni E. coli (ETEC), enteroadherentni E. coli (DAEC)
a enteropatogenni E. coli (EPEC). Mimoto byly provedeny zkou$ky na vyloudeni kmene
Salmonella typhi-murium.

K provedeni svrchu uvedenych zkousek byly pouZity nasledujici kmeny:

- v pfipadé ETEC byl pouZit kmen H10407, u né&jZ dochéazi k expresi CFA/1 (Collection of
Professeur Joly, Laboratoire de Microbiologie, Faculté de Médecine et de Pharmacie, Université
de Clermont-Ferrand 1, 63003 Clermont-Ferrand, Francie),

- v piipadé¢ DAEC byl pouzit kmen C1845 (sbirka Dr. S. Bilge, Department of Microbiology,
School of Medicine, G 3111 Health Sciences Building, University of Washington, Seattle,
Washington 98195, USA),
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- v piipad€ EPEC byl pouZit kmen JPN1S pMAR?7, u n&jZ dochézi k expresi EAF a eae (sbirka
Prof. J. Kaper, Center for Vaccine Development, University of Maryland, School of Medicine,
10 South Pine Street, Baltimore, Maryland, 21201, USA),

- v ptipadé¢ Salmonella typhi-murium byl pouZit kmen SL 1344 (Dr. B. Stocker, Stanford
University, School of Medicine, Department of Microbiology a Immunology, Sherman Sairchild
Science Building, D 333 Stanford, California 94305 - 5402, USA).

Adheze bakterii na buiiky Caco-2 byla stanovena nasledujicim zptisobem:

Souvisla jednotliva vrstva bun&€k Caco-2 byla dvakrat promyta fyziologickym roztokem chloridu
sodného s fosfatovym pufrem (PBS). Buiiky E. coli, zna&ené “C, nebo buiiky Salmonella,
znagené *S, byly uvedeny do suspenze v ivném prostiedi a v mnozstvi 10° cfu/ml byly ptidany
2 ml suspenze do kazdého vyhloubeni, obsahujiciho sklenény ¢tverec s bunéénou kulturou.

V pfipad€ E. coli byla inkubace provddéna za pfitomnosti 1 % D-manndzy. Aby bylo mozno
stanovit vylu€ovaci faktor nebo uroveii vylu€ovani cizorodych bunék, to znamena podil
patogennich bakterii, jemuz bakterie mlé¢ného kvaleni zabranily v adhezi na buiiky Caco-2,
k niz by jinak do$lo, byl do kazdého vyhloubeni piidin 1 ml suspenze s obsahem 10® cfu/ml
zna&eného patogenniho kmene a 1 ml suspenze, obsahujici bud’ 10® nebo 10° cfu/ml zkousend
bakterie mlé¢ného kvaeni.

Desky byly inkubovany jednu hodinu pfi teplot&€ 37 °C v atmosféfe 10 % oxidu uhligitého a 90 %
vzduchu. Pak byly souvislé vrstvy bunék pétkrit promyty sterilnim PBS. Lnouci bakterie
i stfevni buiiky pak byly rozpustény v 0,2N roztoku hydroxidu sodného. Polet znaenych
adherujicich bakterii byl vyhodnocen kapalinovou scintilaci.

Z riznych kmenl bakterii mlééného kvaseni, které byly uvedenym zpisobem zkouSeny na
uvedenou vlastnost, to znamena na schopnost kompetitivné vyloucit patogenni bakterie, byly
ziskdny pfi pouZziti svrchu uvedenych ¢ty kmenil podle vynédlezu velmi dobré vysledky. Tyto
vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce, vniZ jsou v procentech shrnuty hodnoty pro
vyloudeni patogennich bunék, jichZ bylo dosaZeno pfi pouziti kment podle vynalezu a riiznych
patogennich kment.

kmen i koncentrace kompetitivni vylouceni v %
CNCM cfu/ml ETEC DAEC EPEC Salmonella
1-1225 10° 78 79 83 86

108 50 53 53 42
1-1226 10° 80 68 83 88

- 108 55 53 55 41"

1-1228 10° 47 47

10® 11
1-1227 10° 58 46

10® 18
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PATENTOVE NAROKY

1. Biologicky &ista kultura bakterii mlééného kvaSeni, s afinitou k implantaci ve stfevni fléfe,
se schopnosti Inout ke stfevnim burikam, se schopnosti kompetitivné vylou€it patogenni bakterie
ze stievnich bun&k ase schopnosti imunomodulace, kterymi jsou bakterie mlééného kvaSeni
Lactobacillus johnsonii kmen CNCM 1-1225 nebo Bifidobacterium ze skupiny Bifidobacterium
breve CNCM 1-1226, Bifidobacterium infantis CNCM 1-1227 a Bifidobacterium longum CNCM
[-1228.

2.  Prostfedek pro léfeni nebo profylaktické pouziti v ZaludeCnim a stfevnim systému,
vyznadujici se tim, Ze obsahuje biologicky Ccistou kulturu podle néaroku 1
a pozivatelny nosic.

3.  Prostfedek podle ndroku 2, vyznadujici se tim, Ze nosiCem je farmaceuticky
pfijatelny nosic.

4. Prostiedek podle naroku 2, vyznaéujici se tim, Ze nosiCem je potravinafsky
produkt.

5.  Prostfedek podle naroku 4, vyznaéujici se tim, Ze jako potravinifsky produkt
obsahuje vyrobky z kyselého mléka nebo jogurt.

6. Prostfedek podle naroku 5, vyznacujici se tim, Ze obsahuje praskovy produkt
na bazi kyselého mléka nebo jogurtu.

Konec dokumentu
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