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Prezenta inventie se refera la un procedeu de izolare, selectie si conservare a unei
tulpini probiotice de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei, bacterie lactica pentru uz uman.

Este cunoscut faptul ca probioticele pentru nou-nascuti si copii se administreaza in
prezent in infectiile intestinale in special in tarile in curs de dezvoltare, diareea fiind
principala cauza a morbiditatii si mortalitatii.

Este cunoscut faptul ca enterocolita necrotica - una dintre cele mai frecvente boli la
copii - provoaca o rata a mortalitatii cuprinsa intre 20 si 30% si apare la aproximativ 25% din
copii nascuti prematur. Incidenta acestei boli scade considerabil daca copiii sunt crescuti cu
lapte matern intrucat microbiota acestora contine in principal lactobacili si bifidobacterii.
Analizele efectuate la 25 copii sanatosi comparativ cu 23 bolnavi cu enterocolitd necrotica
a evidentiat existenta lactobacililor in microbiota intestinala in proportie de 48% comparativ
cu prezenta acestora de 12% la cei bolnavi. Tulpinile de Lactobacillus acidophilus si
Bifidobacterium infantis actioneaza eficient in cazul dermatitelor alergice prin modularea
activitatii sistemului imunitar. Rata cazurilor de dermatité alergica a scazut de la 46 la 23%
in cazul administrarii de Lactobacillus sp. (Stefana Jurcoane, Petruta Cornea, lleana Stoica,
Tatiana Vassu si altii, 2006, Tratat de Biotehnologie, volumul I, Editura Tehnica).

Raspunsul imun la nivelul tractului gastrointestinal este reprezentat de echilibrarea
de citokine proinflamatorii (exemplu interleukina-1, -6 si -8) si citokinele antiinfamatorii
(exemplu interleukina IRA, -4 si -10). Microorganismele probiotice pot influenta starea de
sanatate a gazdei prin modularea acestei balante (Gabriela Perdigon, Roy Fuller and Raul
Raya, 2001, Lactic Acid Bacteria and their Effect on the Immune System, Current Issues in
Intestinal Microbiology. 2(1): 27-42; brevet US 6266829, Lactobacillus paracasei strain GM-
080 for treating allergy related diseases).

Este cunoscut faptul ca bacteriile lactice pot inhiba cresterea celulelor de
Helicobacter pylori, bacterie gram-negativa patogena si prin aceasta pot determina scaderea
activitatii ureazei, enzima necesara supravietuirii bacteriilor in stomac (Reid, G., Jass, J.,
Sebulsky, M.T., McCormick, J.K., 2003, Potential uses of probiotics in clinical practice,
Clinical Microbiology Reviews, vol.16, p. 658-672; brevet US 7090840, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei strain antibacterial against Helicobacter pylori and Escherichia
coli 0157:h7.

O alta caracteristica importantd implicatd in efectul probiotic a lactobacililor si
bifidobacteriilor este reprezentata de reducerea incidentei cancerului prin scaderea nivelului
de B-glucuronidaza si de compusi carcinogeni. Astfel in cazul cancerului vezicii biliare
instalarea la nivel intestinal a microorganismelor probiotice cum ar fi Lactobacillus casei
Shirota reduce riscul aparitiei bolii.

Caracteristicile unui bun probiotic sunt: lipsa de patogenitate si toxicitate, capacitatea
de a supravietui in mediul intestinal, de a exercita efecte benefice asupra organismului
gazdei, accesibilitatea din punct de vedere economic si capacitatea de a ramane stabil dupa
tehnica de conservare (Matilla-Sandholm T., Blum S., Collins J.K., et all., 1999, Probiotics:
towards demonstrating efficacy, Trends Food Sci TechnoLB. 10:393-399; Dunne, C.,
O'Mahony L., Murphy L., Thornton G., Morrissey D., O'Halloran S., Feeney M., Flynn S.,
Fitzgerald G., Daly C., Kiely B., O'Sullivan G.C., Shanahan F., Collins J. K., 2001, In vitro
selection criteria for probiotic bacteria of human origin: correlation with in vivo findings, Am.
J. Clin. Nutr. 73:386S-392S).

Exista o serie de brevete si cereri de brevet care propun diverse procedee de izolare
a tulpinilor de Lactobacillus sp. Unul dintre acestea este RO 112995 B1 care se refera la un
produs medicamentos care cuprinde Lactobacillus acidophylus, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum si Streptococcus lactis. Obtinerea tulpinii de Lactobacillus casei
presupune introducerea probei din care se doreste a se izola tulpina de lactobacili in mediu
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MRS lichid, urmata de termostatare la 37°C timp de 24...48 h, luarea cu ansa din acest
mediu insamantat si introducerea in 10 ml de apa peptonatéa 1 %o din care apoi se realizeaza
dilutii succesive pana la dilutia 6...7 din care 1 ml se introduce intr-o placa Petri peste care
se toarnd mediu MRS organizat la 45°C, dupa solidificarea mediului, placa Petri fiind
termostatata la 37°C timp de 48 h, in final izolandu-se coloniile de Lactobacillus casei, tinand
cont de aspectul specific al acestora, care apoi se introduc in mediu MRS.

Cererea de brevet KR 20020050048 descrie izolarea si identificarea unei tulpini de
Lactobacillus rezistente la acidul gastric si acizii biliari din materii fecale de caine, care presu-
pune colectarea de probe din materii fecale de caine, cultivarea probelor diluate pe mediu
Man-Rogosa-Sharpe (MRS) la 37°C, pentru 24...48 h, tratarea coloniilor rezultate cu suc
gastric simulat si solutie de acid biliar simulat i imprastierea acestora pe mediu MRS, selec-
tarea unei bacterii lactice avand activitate terapeutica a tulburarilor intestinale, in vitro si in
vivo, imbunatatita, si efecte de inhibare a cresterii bacteriilor patogene precum E. Coli si
Salmonella sp.

Cererea de brevet KR 200230060415 descrie o tulpind de Lactobacillus sp. care
reduce colesterolul seric si din galbenusul de ou la gaini.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a izola o tulpind de bacterie
lactica de origine umana, de tip probiotic, care permite reducerea semnificativa a duratei bolii
si inlaturarea efectelor secundare, precum si imbunatirea starii de sanatate a pacientilor.

Solutia pe care o propune prezenta inventie la problema tehnica mentionaté consta
in aceea ca se obtine o tulpina de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei prin realizarea de
dilutii seriale zecimale dintr-o proba de materii fecale de copil nou-nascut, recoltate inainte
de intarcare, care se insamanteaza pe mediu specific Man-Rogosa-Sharpe (MRS) care
cuprinde 1,0% peptona, 0,5% extract de carne, 0,5% extract de drojdie, 2,0% glucoza, 0,2%
fosfat bipotasic, 0,5% acetat de sodiu, 0,1% sulfat de magneziu, 0,05% sulfat de mangan,
1,5% agar-agar; 1,0% carbonat de calciu, cu pH 6,5, peste care se repartizeaza o pelicula
de mediu semisolid Man-Rogosa-Sharpe cu 0,7% agar- agar si care se incubeaza timp de
48 h, la 37°C, rezultand colonii inconjurate de un halou transparent, dintre care se selec-
teaza colonii cu indice de aciditate |, cuprins intre 2 si 3, care se repica de 3 ori pe un mediu
avand compozitia de mai sus, in scopul obtinerii de clone pure care apartin grupului de
bacterii lactice, se caracterizeaza clonele pure obtinute prin teste de taxonomie polifazica,
prin teste de analiza a sensibilitatii faté de antibiotice, a capacitatii de scadere a concentratiei
colesterolului, a producerii de compusi cu actiune antimicrobiana fata de tulpini apartinand
speciilor Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae si Enterobacter cloacae, a capacitatii de
imunomodulare si prin teste in vivo a efectului antiinfectios si antimicrobian faté de celulele
viabile de Salmonella, in scopul selectarii unei clone pure de bacterie lactica Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei, catalazo-negativa, microaerofila, homofermentativa, care dezvolta
pe mediu specific colonii de tip S, rotunde, bombate, lenticulare, are un interval optim de
dezvoltare la pH cuprins intre 6,5 si 8,5, la o temperatura cuprinsa intre 28 i 42°C si o rezis-
tenta la NaCl pana la o concentratie de 5%, metabolizeaza glicerolul, riboza, galactoza,
glucoza, fructoza, manoza, manitolul, sorbitolul, N-acetilglucozamina, amigdalina, arabutina,
esculina, salicina, celobioza, maltoza, lactoza, trehaloza, gentiobioza, D-tagatoza, procentul
molar de G+C reprezentand 54,38% din ADN-ul genomic, este rezistentd la oxaciling,
cefoxitind, kanamicind, eritromicina si teicoplaning, si sensibila la cefuroxim, ceftiaxona,
piperaciling, amoxicilind si vancomicing, prezintd capacitate de scadere a concentratiei
colesterolului, determina in vivo eliminarea rapida a celulelor patogene in fecale simultan cu
scaderea ratei de colonizare a microorganismului patogen, exercita efect imunomodulator
prin generarea unui nivel ridicat al secretiei de citokine proinflamatorii IL-1,IL-2, IL-6, iar in
final, se conserva clona pura selectionata, fie prin liofilizare, utilizadnd ca mediu protector un
mediu care cuprinde 2,0% sucroza, 1,0% sorbitol si 1,0% gelating, fie prin crioconservare
la-70°C, folosind ca mediu protector un mediu pentru cultivarea lactobacililor continand 20%
glicerol.
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Procedeul conform inventiei permite obtinerea unei tulpini de Lactobacillus paracasei
Ssp. paracasei izolata dintr-o nisa ecologica specifica (materii fecale de copil nou-nascut,
recoltate inainte de intarcare) caracterizata printr-o activitate antimicrobiana, capacitate de
imunomodulare si rezultatele testelor in vivo prin care se atesta caracterul probiotic si care
o recomanda ca o tulpina de tip probiotic pentru uz uman.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se obtine o tulpina de bacterie lactica
prin izolarea dintr-o nisa ecologica specifica (materii fecale de nou-nascut), care se caracte-
rizeaza prin teste de taxonomie polifazic3, fiind incadrata in specia Lactobacillus paracasei
Ssp. paracasei, si este conservata timp indelungat prin liofilizare si crioconservare la-70°C.
Caracterul de tip probiotic al tulpinii este atestat de pattern-ul de antibiosensibilitate, activi-
tatea antimicrobiana si capacitatea de imunomodulare. Studiile in vivo au demonstrat elimi-
narea in materiile fecale ale animalelor de experientd a tulpinilor patogene Salmonella
enteritidis, reducerea eliminarii microbiotei normale, cresterea numarului de bacterii lactice
si eliminarea microorganismului patogen in fecale. Efectul imunmodulator se manifesta prin
stimularea secretiei de citokine proinflamatorii.

Procedeul conform inventiei conduce la urmatoarele avantaje:

- izoleaza si identifica o tulpina noua de tip probiotic de uz uman care prezinta rezis-
tentd multipla la compusi antimicrobieni, prin aceasta putand fi administrata in tratamentul
cu antibiotice in bolile infectioase, o activitate antimicrobiana faté de tulpini patogene, un
efect imunomodulator pronuntat prin stimularea secretiei de citokine proinflamatorii, deter-
mina eliminarea rapida a celulelor de tip patogen in fecale simultan cu scadere ratei de
colonizare a microorganismului patogen.

Se prezinta in continuare 6 exemple de realizare a inventiei in legatura cu figurile:

- Fig. 1: Viteza de consum a colesterolului cu tulpina Lb. paracasei ssp. paracasei
CMGB 18.

- Fig. 2: Pattern-ul citokinelor in cazul utilizarii limfocitelor normale ca substrat.

- Fig. 3: Pattern-ul citokinelor in cazul utilizarii celulelor neimune aderate ca substrat.

- Fig. 4: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ;
Cl - controlul cu infectie; CMGB 18 - administrare profilacticad a tulpinii Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei CMGB 18 (trei zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 5: Reprezentarea comparativd a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ; Cl - controlul cu
infectie; CMGB 18 - administrare profilactica a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
CMGB 18 (trei zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 6: Reprezentarea comparativa a numarului de celule de Salmonella enteritidis
viabile eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ; CI - controlul
cu infectie; CMGB 8 - administrare profilacticd a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 (trei zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 7: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM), bacterii lactice (BL), Salmonella enteritidis la nivelul diferitelor segmente
ale tractului digestiv la diferite loturi experimentale. CN - control negativ; Cl - controlul cu
infectie; CMGB 18 - administrare profilactica a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
CMGB 18 (trei zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 8: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ;
Cl - controlul cu infectie; CMGB 18 - administrare simultana a tulpinii Lactobacillus paracasei
ssp. paracasei CMGB 18 cu Salmonella enteritidis.
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- Fig. 9: Reprezentarea comparativd a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - controlul cu
infectie si CMGB 18 - administrare simultana a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
CMGB 18 cu Salmonella enteritidis.

- Fig. 10: Reprezentarea comparativa a numarului de celule Salmonella eneteritidis
viabile eliminat in fecale. CN - control negativ, CI - controlul cu infectie si CMGB 18 - admi-
nistrare simultana a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 cu Salmonella
enteritidjs.

- Fig. 11: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ,
Cl - controlul cu infectie si CMGB 18 - administrare terapeutica a tulpinii Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei CMGB 18 (24 h de la infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 12: Reprezentarea comparativad a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, CI - controlul cu
infectie si CMGB 18 - administrare terapeutica a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 (24 h de la infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 13: Reprezentarea comparativa a numarului de celule Salmonella eneteritidis
viabile eliminat in fecale. CN - control negativ, Cl - controlul cu infectie si si CMGB 18 -
administrare terapeutica a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 (24 hde
la infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 14: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM), bacterii lactice (BL), Salmonella enteritidis 1a nivelul diferitelor segmente
ale tractului digestiv la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - controlul cu
infectie si CMGB 18 - administrare terapeuticd a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 (24 h de la infectia cu Salmonella enteritidis

Exemplul 1. /zolarea si identificarea tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

Izolarea tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei s-a efectuat dintr-o proba de
materii fecale provenita de la un nou-nascut hranit cu lapte matern, in anul 2004. in acest
scop, 10 g de materie fecald au fost introduse in 10 ml ser fiziologic steril (0,9 NaCl),
realizandu-se in continuare dilutii seriale zecimale.

Pentru obtinerea de colonii izolate, cate 0,1 ml din fiecare dilutie au fost dispersate
pe suprafata unui mediu specific (repartizat in placi Petri), de urmatoarea compozitie, g%:
peptona 1,0; extract de carne 0,5; extract de drojdie 0,5; glucoza 2,0; fosfat bipotasic 0,2;
acetat de sodiu 0,5; sulfat de magneziu 0,1; sulfat de mangan 0,05; agar-agar 1,5; carbonat
de calciu 1,0 (sterilizat separat si adaugat inainte de repartizarea mediului in placi Petri), pH
6,5. Pentru crearea conditiilor de microanaerobioza pe suprafata mediului insdmantat s-au
turnat 3 ml mediu semisolid cu 0,7% agar-agar avand compozitia de mai sus. Placile au fost
incubate timp de 48 hla 37°C, iar coloniile care au prezentat un halou clar in jurul lor au fost
masurate (diametrul total si diametrul coloniei) pentru determinarea indicelui de acidifiere (1,),
care se recomanda a fi >1,5.

=®

a total

/O 1,5

colonie 2

Examinarea placilor dupa 48 h a evidentiat prezenta, cu precadere, a unui singur tip
de colonie crem, bombatg, lucioasa. Un numar de 15 colonii care au prezentat un |, cuprins
intre 2 si 3 au fost repicate pe mediul lichid de mai sus, obtindndu-se stocul initial de clone
pure. Pentru o selectie riguroasa, clonele au fost purificate de 3 ori. Investigatiile preliminare
privind aspectul microscopic i caracterul gram pozitiv, |, si reactia catalazo-negativa au
constituit premisele apartenentei clonelor pure grupului de bacterii lactice. Din totalul clonelor
pure a fost selectionata, o clona puré de bacterie lactica care a fost identificatd comparativ
cu o tulpina de referinta (tabelul 1).
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Tabelul 1
Identificarea tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18,
efectuata cu kitul APl 50CHL
Tub Substrat Tulpini de bacterii lactice
Lb. paracasei ssp. paracasei NCFB 206 Clona pura

0 Control - -
1 Glicerol - +
2 Eritrol - -
3 D. Arabinoza - -
4 L. Arabinoza - -
5 Riboza + +
6 D. Xiloza - -
7 L. Xiloza - -
8 Adonitol - -
9 B-metil-D-xifozida - -
10 Galactoza + +
11 Glucoza + +
12 Fructoza + +
13 Manoza + +
14 Sorboza - -
15 Ramnoza - -
16 Dulcitol + -
17 Inozitol - -
18 Manitol + +
19 Sorbitol + +
20 a-metil-D-Manozida - -
21 a-metil-D-Glucozida + -
22 N-acetil-glucozamina + +
23 Amigdalina \ +
24 Arabutina + n
25 Esculina + +
26 Salicina + +
27 Celobioza + +
28 Maltoza + +
29 Lactoza - +
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Tabelul 1 (continuare)

Tub Substrat Tulpini de bacterii lactice
Lb. paracasei ssp. paracasei NCFB 206 Clona pura

31 Sucroza + -
32 Trehalozéa + +
33 Inulind + -
34 Melezitoza + -
35 Rafinoza - -
36 Amidon - -
37 Glicogen - -
38 Xilitol - -
39 Gentiobioza \Y +
40 D-Turanozéa + -
41 D-Lixoza - -
42 D-tagatoza + +
43 D-Fucoza - -
44 L-Fucoza - -
45 D-Arabitol - -
46 L-Arabitol - -
47 Gluconat \Y -
48 2-ceto-gluconat - -
49 5-ceto-gluconat - -

incadrarea taxonomica preliminara Lh. pracasei
SSp. paracasei

Conform rezultatelor obtinute, tulpina izolata poate fi incadrata in specia Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei CMGB 18, avand urmatoarele caracteristici: bacili dispusi izolatj,
in diplo sau in lanturi scurte, gram pozitivi, imobili, tulpina este catalazo-negativa, homofer-
mentativa, formand pe mediu specific solidificat colonii de tip “smoth” (S), mari, bombate,
lenticulare de culoare crem. Fermenteaza glicerolul, riboza, galactoza, glucoza, fructoza,
manoza, manitolul, sorbitolul, N-acetilglucozamina, amigdalina, arabutina, esculina, salicina,
celobioza, maltoza, lactoza, trehaloza, gentiobioza, D-tagatoza.

Rezultatele obtinute cu kitul API 50CHL au fost interpretate cu ajutorul unui software
specializat de identificare APl Web, prin care clona pura izolata prezinta o similitudine de
96,9% cu specia Lactobacillus paracasei ssp. paracasei si de 2% cu specia Lactococcus
lactis ssp. lactis.

Procentul molar de G+C este de 54,38 (G=guanina, C=citozina).

Tulpina prezinta un pH optim de dezvoltare intre 6,5 si 8,5, temperatura intre 28 si
42°C, rezistenta la NaCl pana la o concentratie de 5%. Tulpina de Lactobacillus paracasei
Ssp. paracasei izolata prezinta rezistenta la sarurile biliare, produce hidrogen sulfurat si nu
reduce sarurile de tetrazoliu.
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Coroborarea rezultatelor obtinute cu testul AP1 50 CHL si a caracteristicilor morfofizio-
logice a permis incadrarea tulpinii in specia Lactobacillus paracasei ssp. paracasei si a fost
introdusa in Colectia de Culturi a Centrului de Cercetare, Formare si Consultanta in
Microbiologie, Genetica si Biotehnologie (MICROGEN) cu acronimul CMGB 18 si depozitata
in Colectia de Microorganisme Industiale a Institutului de Cercetare Dezvoltare Chimico -
Farmaceutica (CMI-ICCF-WFCC) sub numarul ICCF 388.

Este cunoscut faptul ¢a tulpinile lactice sunt conservate frecvent pe medii lichide, fapt
care impune transferuri periodice care pot favoriza inducerea unor modificari genetice
nedorite. Acest dezavantaj a fost inlaturat prin aplicarea a doud tehnici de conservare:
conserv liofilizat si conservare la -70°C. Conservul liofilizat a fost realizat prin folosirea ca
mediu protector, g%: sucroza 2,0, sorbitol 1,0, gelatina 1,0. Timpul de valabilitate al conser-
vului este de peste 25 de ani conform datelor din literatura de specialitate (lleana Stoica si
altii, 2002).

Conservarea prin congelare la-70°C s-a efectuat folosind ca mediu protector , mediu
specific de cultivare a lactobacililor, mentionat mai sus la care s-a adaugat 20% glicerol.
Valabilitatea conservului este aproximaiv 10 ani conform datelor din literatura de specialitate
(lleana Stoica si altii, 2002).

Evaluarea proprietatilor biotehnologice ale tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 izolata si selectionata in scopul evidentierii caracterului probiotic este
demonstrata de exemplele urmatoare.

Exemplul 2. Metabolizarea colesterolului

Metabolizarea colesterolului, caracteristica importantd a bacteriilor lactice de tip
probiotic, afost experimentata intr-o prima etapa prin cultivarea tulpinii de Lb. paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 pe mediu specific indicat mai sus (martor) si mediu cu adaos de
0,05 mg/ml colesterol. Estimarea dezvoltarii s-a facut prin determinarea UFC/ml (unitati
formatoare de colonii) la timpul O si la 24 h, observandu-se o crestere a numarului de celulele
cu de peste 2 ordine de marime (1,8x10’ respectiv 2,87x10°) comparativ cu martorul (2,0x10’
respectiv 4,1x10%).

in a doua etapa s-a determinat in aceleasi conditii de cultivare viteza de consum a
colesterolului pe o perioada de 72 h prin dozarea acestuia cu reactiv specific (DIALAB) si
citirea absorbantei la spectrofotometru la lungimea de undd de 500 nm. Rezultatele
prezentate in fig. 1 demonstreaza un consum lent de colesterol in primele 24 h - acumularea
de biomasa realizandu-se in perioada de crestere /og prin metabolizarea sursei de carbon
usor asimilabile glucoza - urmata apoi de o scadere treptatd a concentratiei din mediu pana
la o valoare de aproximativ 6 orila 72 h.

Exemplul 3. Sensibilitatea la substante antimicrobiene

Sensibilitatea la substante antimicrobiene (antibiograma) s-a realizat folosind metoda
difuzimetrica (Kirby-Bauer) cu discuri standardizate OXOID impregnate cu antibiotic.
Rezistenta multipla naturala a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 la
diferite clase de compusi antimicrobieni (tabelul 2) reprezintd un avantaj, deoarece
preparatul probiotic obtinut cu aceasta tulpina poate fi administrat impreuna cu substantele
antimicrobiene in tratamentul maladiilor infectioase, prin aceasta restabilind microbiota
normala. Astfel tulpina prezinta rezistenta la oxacilina si cefoxitina (din clasa b lactamice),
kanamicina (din clasa aminoglicozidelor), eritromicina (clasa macrolidelor) si teicoplanina
(clasa glicoproteinelor). Prezintd de asemenea sensibilitate faté de cefuroxim si ceftiaxona
(clasa cefalosporinelor), piperacilina si amoxicilina (clasa b lactamice) si vancomicina (clasa
glicopeptidelor).
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Tabelul 2
Spectrul de sensibilitate la diferiti compusi antimicrobieni al tulpinii de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei CMGB 18

COMPUSI ANTIMICROBIENI @ gl oo e ol o ©| €| ®
A=l I~ g g £l £] £ g c g
ol ol Nl &l | T Tl 8 8 &
G| 5| | €| 3| ® %| E| 2| €
x| 2| 2| | 5| 5| 8| 8| 8] ¢
Ol 2| o| ¢ ol Q| £
ol 3| sl o] 2| Ef €] of £
\V a| <<| & | w
>
Lb. paracasei ssp. paracasei CMGB 18 RIS |S|R|IR|S |S]|S |R|R

Exemplul 4. Activitatea antimicrobiand

n scopul investigarii activitatii antimicrobiene a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18, filtratul tulpinii probiotice a fost testat fata de 82 de tulpini de entero-
bacterii izolate de pe diferitele obiecte din mediu spitalicesc. Tulpinile microbiene patogene
au fost insdmantate in panza, iar filtratul culturii de probiotic ca atare si inactivat termic la
100°C cu un pH ajustat la 6,5 a fost testat prin pipetatrea a cate 5 pl pe medii insdmantate
in panza cu tulpinile de enetrobacterii.

Rezultatele au demonstrat activitatea antimicrobiana fatd de 6 tulpini de entero-
bacterii: patru tulpini de Escherichia coli, o tulpina de Klebsiella pnumoniae si o tulpina de
Enterobacter cloacae. Activitatea antimicrobiana s-a pastrat si dupa inactivarea la 100°C si
ajustarea pH-ului la 6,5.

Exemplul 5. Activitatea de modulare imunitara

Pentru determinarea influentei tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB
18 asupra modularii sistemului imunitar, limfocitele normale si respectiv celulele neimune
aderate (HelLa) au fost tratate (incubare 24 h la 37°C) cu supernatant obtinut prin centri-
fugarea culturii de tulpina probiotica in faza logaritmicé de crestere. Determinarea cantitatii
de interleukine produse de celulele limfocitare normale si de celulele Hela s-a realizat cu
ajutorul unor truse Endogen Human ELISA Kit (Pierce Biotechnology, Inc).

Filtratul de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 a indus pattern de
citokine pe celulele imunitare (celule limfcitare normale) diferit faté de cel obtinut de celulele
neimune aderate (celule Hela) astfel:

- pe celulele limfocitare s-a observat o represie a producerii de interleukine IL-1, IL-2,
IL-6 si IL-10, precum si o stimulare medie de IL-8 (fig. 2) raportat la nivelul de interleukine
obtinut prin stimulare cu antigene solubile de Pseudomonas aeruginosa si Staphylococcus
aureus;

- pe celulele Hela s-a observat o stimulare maxima a producerii de IL-8 si o stimulare
medie a sintezei de IL-2 si IL-6 comparativ cu cea indusa de antigenele solubile de
Pseudomonas aeruginosa $i Staphylococcus aureus (fig. 3).

Exemplul 6. Studii in vivo

Studiul in vivo al eficientei tulpinii de tip probiotic Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18 selectionate pentru rezistenta multipla fata de compusi antimicrobieni,
activitatea antimicrobiand, precum si dupa caracterul imunomodulator, s-a urmarit pe un
model experimental care a utilizat animale de laborator (gsobolani conventionali). Efectul
benefic al tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 a constat in evidentierea
interactiunilor cu microorgansimul patogen Sallmonela enteritidis.
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A. In cazul administrarii profilactice a tulpinii Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei CMGB 18

S-a observat faptul ca are loc:

- Scaderea numarului de microorganisme lactozo-fermentative eliminate in fecale
(fig. 4) comparativ cu lotul martor caruia nu i-a fost administrata tulpina probiotica. De
asemenea, numarul de bacterii lactice eliminate este relativ mai mic comparativ cu numarul
de bacterii lactice eliminate in fecalele animalelor carora nu li s-a administrat tupina
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18, ceea ce indica abilitatea tulpinii probiotice
de a se lega la situsurile de aderenta de la nivelul mucoasei intestinale (fig. 5). Acest fapt
este confirmat si de rezultatele obtinute in cazul cuantificarii numarului de celule viabile de
bacterii lactice de la nivelul diferitelor segmente ale tractului gastro-intestinal (fig. 7) care este
mai mare la lotul cu probiotic fatd de controlul negativ.

- In acelasi timp se observa faptul ca administrarea profilactica a tulpinii Lactobacillus
paracaseij ssp. paracasei CMGB 18 conduce la scaderea numarului de celulele viabile de
Salmonella enteritidis eliminate in fecale comparativ cu lotul infectat (Cl) (fig. 6) sila absenta
totala a celulelor microorganismului patogen la nivelul segmentelor tractului gastrointestinal
(fig. 7) ceea ce indica actiunea inhibitorie exercitata de tulpina de bacterie lactica aspura
celulelor de Salmonella enteritidis.

- Analiza compozitiei microbiotei de la nivelul segmentelor tractului gastrointestinal
indica faptul ca administrarea tulpinii de Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18
determina scaderea numarului de microorganisme lactozofermentative si la nivelul celor trei
segmente ale tractului digestiv (duoden, ileon, colon) (fig. 7). Aceste rezultate demonstreaza
ca tulpinile de bacterii lactice administrate profilactic au un efect bactericid asupra
microorganismelor din microbiota normala.

B. In cazul administrarii tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB
18 simultan cu infectia cu Salmonella enteritidis

S-a evidentiat faptul ca are loc:

- scaderea numarului de microorganisme lactozo-fermentative eliminate in fecale
(fig. 8) ca si in cazul administrarii profilactice a bacteriilor lactice;

- mentinerea relativ constanta pana la 48 h a numarului bacteriilor lactice eliminate
in fecale si o scadere cu aproximativ doua ordine de marime la 72 h (comparativ cu lotul
martor negativ) (fig. 9);

- reducerea numarului celulelor de Salmonella enteritidis din fecale la 72 h (fig. 10).

in ceea ce priveste distributia microorganismelor la nivelul diferitelor segmente ale
tractului intestinal (tabelul 3) s-a constatat o crestere a numarului de celule de bacterii lactice
comparativ cu lotul control. Aderenta bacteriilor lactice la nivelul segmentelor intestinale
poate explica absenta celulelor de Salmonella din ileon si colon.

Tabelul 3
Numarul de microorganisme viabile lactozo-fermentative (LFM), bacterii lactice (BL) si
Salmonella la nivelul diferitelor segmente ale tractului intestinal, in cazul administrarii
tulpinii Lactobacillus paracasei ssp. paracasei CMGB 18 concomitent cu infectia cu
Salmonella; CN - control negativ si Cl - controlul cu infectie

Segmente Duoden lleon Colon

intestinale
Microorganisme BL LFM Salmonella BL LFM Salmonella | BL LFM Salmonella
Control negativ 7x10° 0 0 0 10? 0 6x107 5x10* 0
Control cu 7x107 0 0 10° 10° 1x10* 2x107 10* 2x10?
infectie
CMGB 18 108 0 0 108 0 0 6x108 0 0

10
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C. In cazul administririi terapeutice a tulpinii probiotice dupa 24 hdela infectia
cu Salmonella, rezultatele sunt similare cu cele obtinute in cazul administrarii probioticului
simultan cu infectia, si anume:

- numarul de celule lactozofermentative in fecale scade pana la 48 h, urmat de o
crestere a acestora la 72 h (fig. 11);

- numarul de bacterii lactice prezente in fecale ramane constant pe tot parcursul
experimentului (fig. 12);

- creste numarul de celule de Salmonella eliminate in fecalela48 h, iarla72 hnu au
mai fost evidentiate celule viabile ale microoganismului patogen (fig. 13);

- la nivelul segmentelor intestinale se observa un numar mare de bacterii lactice, iar
Salmonella este absenta in cazul administrarii probioticelor (fig. 14).
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Revendicare

Procedeu de izolare, selectie si conservare a unei tulpini probiotice de Lactobacillus
paracasei ssp. paracasei, bacterie lactica pentru uz uman, caracterizat prin aceea ca:

- se izoleaza o tulpinad de Lactobacillus paracasei ssp. paracasej prin realizarea de
dilutii seriale zecimale dintr-o proba de materii fecale de copil nou-nascut, recoltate inainte
de intarcare, care se insdmanteaza pe mediu specific Man-Rogosa-Sharpe (MRS) care
cuprinde 1,0% peptona, 0,5% extract de carne, 0,5% extract de drojdie, 2,0% glucoza, 0,2%
fosfat bipotasic, 0,5% acetat de sodiu, 0,1% sulfat de magneziu, 0,05% sulfat de mangan,
1,5% agar-agar; 1,0% carbonat de calciu, cu pH 6,5, peste care se repartizeaza o pelicula
de mediu semisolid Man-Rogosa-Sharpe cu 0,7% agar-agar si care se incubeaza timp de
48 h, la 37°C, rezultdnd colonii inconjurate de un halou transparent, dintre care se
selecteaza colonii cu indice de aciditate |, cuprins intre 2 si 3, care se repica de 3 ori pe un
mediu avand compozitia de mai sus, in scopul obtinerii de clone pure care apartin grupului
de bacterii lactice,

- se caracterizeaza clonele pure obtinute prin teste de taxonomie polifazica, prin teste
de analiza a sensibilitatii fata de antibiotice, a capacitatii de scadere a concentratiei coleste-
rolului, a producerii de compusgi cu actiune antimicrobiana fata de tulpini apartinand speciilor
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae si Enterobacter cloacae, a capacitatii de imuno-
modulare si prin teste in vivo a efectului antiinfectios si antimicrobian fata de celulele viabile
de Salmonellain scopul selectarii unei clone pure de bacterie lactica Lactobacillus paracasei
Ssp. paracasei, catalazo-negativa, microaerofild, homofermentativa, care dezvoltd pe mediu
specific colonii de tip S, rotunde, bombate, lenticulare, are un interval optim de dezvoltare
la pH cuprins intre 6,5 si 8,5, la o temperatura cuprinsa intre 28 si 42°C si o rezistenta la
NaCl pana la o concentratie de 5%, metabolizeaza glicerolul, riboza, galactoza, glucoza,
fructoza, manoza, manitolul, sorbitolul, N-acetilglucozamina, amigdalina, arabutina, esculina,
salicina, celobioza, maltoza, lactoza, trehaloza, gentiobioza, D-tagatoza, procentul molar de
G+C reprezentand 54,38% din ADN-ul genomic, este rezistenta la oxacilina, cefoxiting,
kanamicind, eritromicina si teicoplaning, si sensibila la cefuroxim, ceftiaxona, piperaciling,
amoxicilind si vancomicina, prezintd capacitate de scadere a concentratiei colesterolului,
determina in vivo eliminarea rapida a celulelor patogene in fecale simultan cu scaderea ratei
de colonizare a microorganismului patogen, exercita efect imunomodulator prin generarea
unui nivel ridicat al secretiei de citokine proinflamatorii IL-1,IL-2, IL-6, iar in final,

- se conserva clona pura selectionata fie prin liofilizare, utilizadnd ca mediu protector
un mediu care cuprinde 2,0% sucroza, 1,0% sorbitol si 1,0% gelatina, fie prin crioconservare
la-70°C, folosind ca mediu protector un mediu pentru cultivarea lactobacililor continand 20%
glicerol.
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