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(57) Leiutis kasitleb probiootilist mikroorganismi tiive Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379, mida saab kasutada antimikroobse
agendina endogeenset ja/vii eksogeenset péritolu Clostridium difficile pShjustatud kdhulahtisuse (CDAD) riski vahendamiseks C. difficile
eoste germinatsiooni takistamise ja C. difficile vegetatiivsete rakkude paljunemise allasurumise teel. L. plantarum Inducia sobib kasutamiseks
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(57) The invention relates to probiotic microorganism strain Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379 which can be used as an
antimicrobial agent in lowering the risk of Clostridium difficile associated diarrhoea (CDAD) of endogenous or exogenous origin by
preventing germination of C. difficile spores and by suppressing proliferation of C. difficile vegetative cells. L. plantarum Inducia can be
used simultaneously with antibiotic treatment. The compositions against C. difficile may further comprise xylitol.
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PROBIOOTILIST MIKROORGANISMI TUVE LACTOBACILLUS PLANTARUM
INDUCIA DSM 21379 SISALDAV KOMPOSITSIOON KASUTAMISEKS
CLOSTRIDIUM DIFFICILE POHJUSTATUD KOHULAHTISUSE (CDAD) RISKI
VAHENDAMISEKS

TEHNIKAVALDKOND
Kdesolev leiutis kuulub mikrobioloogia ja toitumise valdkonda ning késitleb tlive
Lactobacillus plantarum Inducia DSM21379, millel on mitmeid biotehnoloogilisi

rakendusi.

TEHNIKA TASE

Probiootikum

Probiootikum on elus mikrobiaalne toidu komponent, millel on piisavates doosides
manustatuna kasulikud omadused inimese tervisele (Joint FAO/WHO Working Group
on Drafting Guidelines for the Evaluation of Probiotics in Food
ftp://ftp.fao.org/docrep/fao/009/a0512¢/a0512e00.pdf Retrieved 14.03.2014).
Probiootilise tootena mdistetakse kindlat tiive sisaldavat preparaati, mis toimib
peremeesorganismi mitmetele funktsioonidele (antiinfektsioossed, morfoloogilised,
immunoloogilised, metaboolsed) eesmirgiga soodsalt mdjutada tervist kas
fiisioloogilise aktiivsuse toetamise v0&i haiguste riski vdhendamise kaudu. On
{ildtunnustatud, et sama liigi piires vBivad erinevatel tiivedel olla erinevad probiootilised
omadused (Ouwehand, A. C., Salminen, S., Isolauri, E., Probiotics: an overview of
beneficial effects. Antonie Van Leeuwenhoek. 2002: 82, 279-289; Ljungh, A.,
Wadstrém, T., Lactic acid bacteria as probiotics. Curr Issues Intest Microbiol. 2006: 7,
73-89).

Levinumad probiootilised mikroobid kuuluvad perekondadesse Bifidobacteria ja
Lactobacillus. Probiootilisi mikroobe manustatakse tavapéraselt fermenteeritud
piimatoodetega, nagu jogurt, keefir, juust, vdi toidulisanditena. K#é&rsoole mikrofloora
on tasakaalustatud ja soole limaskesta mikrofloora ei muutu kergesti. Siiski, piisavates
doosides (pievane doos vihemalt 10° PMU) manustamine vdimaldab demonstreerida
probiootikumi toimet.

Probiootikumide terapeutiline eesmérk on vdhendada v&i elimineerida potentsiaalseid
patogeene ja toksiine, siinteesida toitaineid, antiokstidante, kasvufaktoreid, stimuleerida

soole motoorikat ja moduleerida kaasasiindinud ja adaptiivset immuunsust.
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Lactobacillus plantarum on looduses laialt levinud, leidudes fermenteeritud taimsel
materjalil, piima- ja lihatoodetes ja samuti inimese soolestikus (Hammes, W. P., Weiss,
N. and Hertel, K. The genera Lactobacillus and Carnobacterium. Prokaryotes. 2006:
4:320-403).

Liigi L. plantrum tiived on saadaval probiootilise toidulisandina (L. plantarum 299v,
DSM 9843, Probi AB, Sweden) ja kuuluvad samuti eri tlivesid sisaldava toidulisandi
VSL#3 koostisesse (L. plantarum 299v, DSM 9843, Probi AB, Sweden).

Tiive Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379 on kirjeldatud kui antimikroobset
peptiidi plantariitsini tootva, tsiitokiin IL-6 indutseeriva, putressiini tootva ja soole
liimfikudet, loomuliku rakulist immuunsust ja soole limaskesta kaitsebarjéddri parandava
probiootikumina (Mikelsaar et al, EP2288360B1, 2009, Tervisliku Piima
Biotehnoloogiate Arenduskeskus OU).

Soolestiku hdiritud mikrobiaalkoloogia

Seedetrakti mikrofloorat vdivad tugevasti tasakaalust vélja viia laia toimespektriga

antibiootikumide kasutamine infektsioonide raviks ja pdletiku komplikatsioonid.

Clostridium difficile infektsioon

Clostridium difficile tuvastati 1970-ndatel aastatel kui antibiootikumi-seoselise
kéhulahtisuse tekitaja. Eoseid moodustav, anaeroobne soolestiku patogeen Clostridium
difficile on levinud haiglates ja vanadekodudes (Britton, R. A., Young, V. B.,
Interaction between the intestinal microbiota and host in Clostridium difficile
colonization resistance. Trends Microbiol. 2012: 20, 313-319). Eksogeenset péritolu C.
difficile infektsiooni pdhjuseks on nakatumine C. difficile eostega. Haiguse pShjustavad
mitte eosed, vaid vegetatiivsete rakkude toodetud toksiinid. Endospooride
moodustamine on oluline mikroobi p&hjustatud haiguse levikul. Haiguse esile
kutsumiseks on vajalik spooride germinatsioon ja vegetatiivsete rakkude kasv (Burns D.
A, Heap J. T. Minton N. P. Clostridium difficile spore germination: an update. Res
Microbiol. 2010;161(9):730-4).

C. difficile infektsiooniga patsientidest veerandil (25 protsendil) kujuneb vilja
pseudomembranoosne koliit (PMK). Clostridium difficile pdhjustatud kéhulahtisus
(CDAD, Clostridium difficile associated diarrhea) suurendab suremust, voodipdevade

arvu ja suurendab oluliselt kulutusi iildistele tervishoiuteenustele. Ténaseni rShutavad
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ravijuhised vankomiitsiini kasutust modduka ja raske pseudomembranoosse koliidi
puhul (http://www.uptodate.com/contents/clostridium-difficile-in-adults-treatment, alla
laaditud 14.03.2014).

Clostridium difficile infektsioon kordub umbes 20 protsendil patsientidest ja tduseb 40

kuni 60 protsendini jdrgnevate retsidiivide korral (Kelly, C. P., LaMont, J. T,
Clostridium difficile - more difficult than ever. N Engl J Med. 2008: 359, 1932-1940).
Antibiootikumravi  rikub  kompleksse ja tasakaalustatud  mikroorganismide
mitmekesisuse, mis on peamine faktor haiguse patogeneesis, Clostridium difficile
kolonisatsioonis ja endogeenset piritolu haigestumisel. Korduvate C. difficile
infektsioonidega CDI (Clostridium difficile infection) patsientide soolefloora
mitmekesisus on oluliselt vihenenud vorreldes kontrollgrupiga (Chang, J. Y.,
Antonopoulos, D. A., Kalra, A., Tonelli, A., Khalife, W. T., Schmidt, T. M., Young, V.
B. Decreased diversity of the fecal Microbiome in recurrent C. difficile-associated
diarrhea. J Infect Dis. 2008: 197, 435-438). Mikroobide mitmekesisuse sdilitamine ja
taastamine vdimaldaks luua uusi strateegiaid. Otsustava tdhtsusega selle haiguse
ennetamises ja ravis on leida vdimalus antibiootikumravi kdigus ja foonil teisenenud
mikrofloora taastamiseks eri raviskeemide abil, sh probiootikumide manustamisega.
Enamik probiootikume koloniseerivad soolestiku ajutiselt, toodavad bakteritsiidseid
happeid ja peptiide ning edendavad mikroobide omavahelist vditlust, voideldes
toitainete ja epiteelile kinnitumise eest. Need mojutused tunduvad vihendavat
keskkonna sobilikkust C. difficile jaoks. Eelnevad uuringud soovitavad CDI
ennetamiseks kasutada probiootikumide kombinatsioone, mis sisaldavad liitke L.
acidophilus ja L. casei, S. boulardii voi L. rhamnosus. Doosid, mis on suuremad kui 10°

PMU/pdevas, on efektiivsemad kui madalamad doosid.

Probiootikumide antimikroobset aktiivsust on pakutud {iheks mehhanismiks C. difficile-
ga voitlemisel. Piimhappebakterid toodavad lithikese ahelaga rasvhappeid, mis
alandavad soolestiku pH-d ja takistavad C. difficile kinnitumist (McFarland, L. V.,
Beneda, H. W., Clarridge, J. E., Raugi, G. J. Implications of the changing face of C.
difficile disease for health care practitioners. Am J Infect Control. 2007: 35, 237-253).
Probiootikumide teine vdimalus kaitsta soolestiku barjddrifunktsiooni vdib olla C.
difficile A ja B toksiinide seondumise takistamine ja seeldbi soole epiteelile

pseudomembraanide tekke takistamine.
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Samas ei oma kdik probiootikumid eelpoolmainitud mehhanisme.

Laktobatsillide tiivespetsiifilisus on oluline faktor, mida tuleb arvestada C. difficile
infektsiooni profiilaktikaks ja raviks uute potentsiaalsete probiootikumide otsimisel
(Tejero-Sarifiena S., Barlow J., Costabile A, Gibson G. R., Rowland 1. Antipathogenic
activity of probiotics against Salmonella Typhimurium and Clostridium difficile in
anaerobic batch culture systems: Is it due to synergies in probiotic mixtures or the
specificity of single strains? Anaerobe. 2013: 24; 60-65).

Veelgi enam, mdned kliinilised uuringud pole suutnud anda statistiliselt piisavaid
toendeid tdestamaks teatud probiootikumide efektiivsust CDAD ennetamiseks. Suures
randomiseeritud kliinilises katses, mis hdlmas 2941 antibiootikumravi saavat eakat, ei
leidnud katse ldbiviijad CDI riski vihenemist probiootikumi (Lactobacillus acidophilus
ja Bifidobacterium bifidum segu) saavate eakate hulgas vorreldes kontrollgrupiga (RR
0.71; 95% CI 0.34-1.47; p =0.35) (Allen, S. J., Wareham, K., Wang, D., Bradley, C.,
Hutchings, H., Harris, W., Dhar, A., Brown, H., Foden, A., Gravenor, M. B., Mack, D.
Lactobacilli and bifidobacteria in the prevention of antibiotic-associated diarrhoea and
Clostridium difficile diarrhoea in older inpatients (PLACIDE): a randomised, double-
blind, placebo-controlled, multicentre trial. Lancet. 2013: 382, 1249-1257). Pérast
aastaid kestnud kliinilistes uuringutes erinevate probiootikumide toime uurimist CDI
ravis on endiselt arutluse all probiootikumi tiive, doosi ja toime kasutamine raviskeemis
(Naaber, P., Mikelsaar, M., Interactions between Lactobacilli and antibiotic-associated

diarrhea. Adv Appl Microbiol. 2004: 54 231-260).

Ksiilitooli kasutamine

Kstlitool on 5-C suhkrualkohol, pentitool ja seda leidub taimedes, seentes ja
algloomades. Ksiilitool on oluline imetajate siisivesikute metabolismi vaheprodukt,
nditeks inimveri sisaldab kuni 8x10™ M ksiilitooli.

Manustatud ksiilitool ei absorbeeru tiielikult ja imendumata osa saab kasutada
kiudainena bakteriaalsel fermentatsioonil muutes ksiilitooli lithikese ahelaga
rasvhapeteks, mida kasutatakse energeetilistes radades. Ksiilitool mdjutab monede
mikrofloora liikide kasvu jimesooles, soodustades indigeense mikrofloora kasvu ja
aktiivsust. Uks gramm kstilitooli sisaldab 2,4 kcal, vorreldes gliikoosiga, mis sisaldab
3,87 kcal ithes grammis. Ksiilitooli reklaamitakse kui “ohutut” diabeetikutele ja

hiipergliikeemiat pddevatele isikutele (Talbot J. M., Fisher K. P., The Need for Special
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Foods and Sugar Substitutes by Individuals with Diabetes Mellitus. Diabetes Care 1978:
1; 231-240).

Varasemates uuringutes oleme leidnud, et 1 protsendi ksiilitooli lisamine
kasvukeskkonda takistas Clostridium difficile VPI 10463 vegetatiivsete rakkude
kinnitumist CACO-2 rakkudele, tdendoliselt blokeerides rakul olevad retseptorid.
Hamstri mudelisse kohaldatuna (Naaber, P., Lehto, E., Salminen, S., Mikelsaar, M.,
Inhibition of adhesion of Clostridium difficile to Caco-2 cells. FEMS Immunol Med
Microbiol. 1996: 14, 205-209) kaitses 1 ml 20 protsendilise ksiilitooli ja Lactobacillus
rhamnosus GG lahuse manustamine loomi raske enterokoliidi tekkimise vastu (Naaber,
P., Lehto, E., Salminen, S., Mikelsaar, M., Inhibition of adhesion of Clostridium
difficile to Caco-2 cells. FEMS Immunol Med Microbiol. 1996: 14, 205-209). Nendes
katsetes, kus kasutati ksiilitooli ja probiootikumi Lactobacillus rhamnosus GG
kombinatsiooni, nakatati rakukultuuri ja hamstreid eelnevalt anaeroobsetes tingimustes
kultiveeritud Clostridium difficile vegetatiivsete rakkudega.

Kliinilises praktikas (meditsiiniasutustes) voi vanadekodudes aga areneb haigus
nakatumisel aeroobsetele tingimustele tilimalt vastupidavate C. difficile eostega. Eoste
germinatsioon toimub peremeesorganismis.

Moned autorid on viitnud, et loommudelites vdivad mdéningad suhkrud sarnaselt
glitkoosile blokeerida C. difficile A ja B toksiinide ekspressiooni (Karlsson, S., Burman,
L. G., Akerlund, T. Induction of toxins in Clostridium difficile is associated with

dramatic changes of its metabolism. Microbiology. 2008: 154, 3430-3436).

Seega on endiselt vajadus leida probiootilisi tiivesid, mis efektiivselt vidhendavad

Clostridium difficile nakatumise riski.

LEIUTISE OLEMUS

Leiutise eesmidrk on pakkuda tiive Lactobacillus planiarum Inducia DSM 21379
sisaldav kompositsioon kasutamiseks antimikroobse agendina endogeenset ja/voi
eksogeenset péritolu Clostridium difficile pohjustatud kohulahtisuse (CDAD) riski
vihendamiseks Clostridium difficile eoste germinatsiooni takistamise ja Clostridium
difficile vegetatiivsete rakkude paljunemise allasurumise teel. L. plantarum Inducia on
kasutatav samaaegselt antibiootikumraviga.

Clostridium difficile vastased kompositsioonid vdivad lisaks sisaldada ka ksiilitooli.
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L. plantarum Inducia sisaldavaid kompositsioone saab kasutada toiduainete,
toidulisandite, farmaatsia- v3i veterinaartoodete tootmiseks. Toiduained voéivad olla
piima- v3i lihatooted, maiustused jne. Piimatooted vdivad olla hapendatud piimatooted,

juust, jogurt jne.

Toidulisandit v&ib kasutada pulbrina (kapslid, pastillid, tabletid, pulbrikotikesed jne)
vOi vedelal (ampullid) kujul. Tiive voib kasutada ka kiilmkuivatatuna.

Ttve L. plantarum Inducia DSM 21379 efektiivne doos on vahemikus 1x10° PMU kuni
1x10" PMU, soovitavalt 5x10° PMU pievas.

JOONISTE LOETELU

Fig 1 keskkonna pH viirtused tiive L. plantarum Inducia sisaldavas ksiilitool: lisandiga
ja modifitseeritud MRS kontrollsd6tmes mikroaeroobses ja anaeroobses keskkonnas.
Fig 2 toksiinide A ja B geenide olemasolu tiivel C. difficile VPI 10643 méfratuna
poordtranskriptsiooni (RT) ja reaalaja PCR amplifikatsiooniga (qPCR).

Fig 3 toksiin B geeni esinemine ampitsilliini ja C. difficile m&jutatud hamstri peensooles
ja maksas médratuna pdordtranskriptsiooni (RT) ja reaalaja PCR amplifikatsiooni
(qPCR) meetodiga.

Fig 4a jamesoole normaalne limaskest pérast probiootikumi manustamist.

Fig 4b jamesoole C. difficile infektsiooniga limaskest.

Fig 5a eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused. M&ddukas
hiipereemia peensooles.

Fig 5b eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused. Mdddukas
hiipereemia jadmesooles ja intensiivne punetus.

Fig 5c¢ eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused. Madddukas
hiipereemia kéhundirmes.

Fig 5d eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused. Mdoddukas
hiipereemia pdrnas.

Fig 5e eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused
Pseudomembraanid peensooles.

Fig 5f eksperimentaalse CDAD infektsiooni morfoloogilised muutused. PMN

infiltratsioon pseudomembraanidega jamesooles.
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LEIUTISE TEOSTAMISE NAITED

Leiutist illustreerivad jargnevad ndited, mis ei piira leiutise ulatust.

Tiive L. plantarum Inducia DSM 21379 kasutamine antimikroobse agendina, C. difficile

spooride germinatsiooni ja vegetatiivsete rakkude proliferatsiooni takistajana

Niide 1. L. plantarum Inducia DSM 21379 antagonistlik aktiivsus C. difficile

vegetatiivsete rakkude vastu anaeroobses keskkonnas in vitro

Uuringu eesmérk oli hinnata L. plantarum Inducia DSM 21379 antagonistlikku

aktiivsust C. difficile tiivede vastu anaeroobses keskkonnas.

Meetodid. Testitud tiived: L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C. difficile VPI 10463
(ATCC 43255), hiipervirulentne tiivi M 13042.

Mikroobitiived kiilvati tahkele sodtmele ning inkubeeriti anaeroobses keskkonnas.
Fiisioloogilises lahuses tehti mikroobide suspensiooni vastavalt MacFarlandi standardile
3 (108 PMU/ml). 200 ml BHI so66det inokuleeriti nimetatud suspensiooniga (0,2 ml)
saavutamaks 16pp-kontsentratsiooni 10° PMU/ml.

Eri ajahetkedel tehti bakterioloogilised véljakiilvid (0,1 ml) MRS ja LABI60
sootmetele. Viljakiilve inkubeeriti paralleelselt anaeroobses ja mikroaeroobses

keskkonnas. Kasvu hinnati 2-5 péeva pérast ja tulemused viljendati log1 0 PMU/ml.

Tabel 1. C. difficile referentstiivede vegetatiivsete rakkude proliferatsiooni pidurdus

kooskultiveerimisel tiivega L. plantarum Inducia DSM 21379 0, 24, pérast 48 tundi

B kasv (log PMU/ml)
Oh 24h 48h
Monokoltuuri proliferatsioon BHI sgdtmes
L. plantarum Inducia 5,3 8.0 6,3
5,8 4.6 1.5
Kliiniline referentstiivi M 13042 5,3 53 7,5
L. plantarum Inducia ja C. difficile vegetatiivsete [ 0 h 24 h 48 h
rakkude proliferatsioon kooskultiveerimisel BHI
sOOtmes
L. plantarum Inducia koos tiivega C. difficile VPI 5.8 8.8 1.5
L. plantarum Inducia koos referentstiivega M 5,6 8,5 6,0
C. difficile VP110463 koos tiivega L. plantarum | 5,5 0 0
Inducia
C. difficile M 13042 koos tiivega L. plantarum | 5,3 0 0
Inducia
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C. difficile vegetatiivsete rakkude tiielik inhibeerimine BHI sd6tmes L. plantarum
Inducia DSM 21379 poolt ilmnes pérast 48-tunnist inkubatsiooni mikroobide elulemuse
kontrollvaljakiilvide selektiivsetele sdotmetele MRS ja LAB160. Suurim L. plantarum
Inducia DSM 21379 tihedus BHI soédtmes oli pérast 24-tunnist inkubatsiooni. L.
plantrum Inducia DSM 21379 hulk pérast 48-tunnist inkubatsiooni ménevdrra langes
nii monoklutuuris (6.3 log PMU/g) kui kombinatsioonis C. difficile 'ga (7.3 ja 6.0 log
PMU/g) (tabel 1).

Niide 2. Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379 supernatandi m&ju Clostridium
difficile referents- ja kliiniliste tlivede vegetatiivsetele rakkudele

Antud in vitro katse eesmirk oli hinnata L. plantarum Inducia DSM 21379
antimikroobset toimet C. difficile referents- ja kliinilisest materjalist isoleeritud tiivede
(kliiniliste tiivede) vegetatiivsetele rakkudele. Naturaalse (happelise) ja neutraliseeritud
(antimikroobsed ained, nt peptiidid) supernatandi toime eristamine vdimaldab hinnata L.
plantarum Inducia DSM 21379 antagonistliku aktiivsuse erinevaid mehhanisme - kas

toimivad pigem orgaanilised happed v&i bakteriotsiinid.

Materjal (tiived) (tabel 2)

L. plantarum Inducia DSM 21379

Clostridium difficile referentstiived VPI 10463 ja M 13042
Clostridium difficile kliinilised isolaadid (11 ttive)

Meetodid. L. plantarum Inducia DSM 21379 supernatandi antimikroobset toimet testiti
C. difficile referents- ja kliiniliste tiivede suhtes mikrotiiterplaatidel (MTP).

L. plantarum Inducia DSM 21379 siilitati -80 °C klaaskuulikestega mikrokatsutites ja
aktiveerimiseks kultiveeriti 3x0,15 protsendilise agari lisandiga MRS puljongis ning
inkubeeriti mikroaeroobses keskkonnas (10-protsendiline CO,) temperatuuril 37 °C 24
tundi. BHI puljongi inokuleerimiseks kasutati iiled6 kasvanud L. plantarum Inducia
DSM 21379, mida lisati BHI puljongile 1 protsent v/v ja suspensiooni inkubeeriti
mikroaeroobsetes tingimustes 24 tundi. Supernatandi antimikroobse aktiivsuse
hindamiseks tsentrifuugiti 24 tunni vanust suspensiooni ning eraldati supernatant.
Mbddeti supernatandi pH ja supernatant jagati kaheks osaks. Uks osa supernatandist

jdeti naturaalselt happeliseks ja teine osa neutraliseeriti 6N NaOH-ga kuni pH
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védrtuseni 6,0 ning mdlemad supernatandid filtersteriliseeriti.

C. difficile tiivesid siilitati -80 °C klaaskuulikestega mikrokatsutites ja aktiveerimiseks
kiilvati 3x hobusevere lisandiga Fastidious Anaerobe Agar (FAA) sodtmele ja
inkubeeriti anaeroobses keskkonnas (anaeroobne késiboks, gaasisegu 90% N:5%
C0,2:5% H,) 24 tundi. Uless kasvanud C. difficile kultuuri kasutati suspensiooni
tegemiseks, mis vastas tihedusele Mac Farland 3,0. L. plantarum Inducia DSM 21379
antimikroobse aktiivsuse hindamiseks tehti jargmised katsesegud: 20 pl C. difficile
rakususpensioonile lisati 180 ul: (1) steriilne BHI puljong (kontroll), (2) rakuvaba BHI
supernatant, (3) rakuvaba neutraliseeritud supernatant, (4) lahjendatud rakuvaba
supernatant (1:1 steriilses BHI puljongis) ja (5) lahjendatud neutraliseeritud rakuvaba

supernatant (1:1 steriilses BHI puljongis).

C. difficile kasvu (optilise tiheduse v&irtuse muutus) hinnati pérast 48 tunni
inkubatsiooni, optiline tihedus mdddeti MTP lugejaga ODgyonm juures ning seejérel

arvutati kasvumuutus.

L. plantarum Inducia DSM 2137 inhibeerivat toimet hinnati Kruskal-Wallise testiga,
kus C. difficile kasvutihedust (ODgonm) kontrollsodtmes vorreldi C. difficile kasvu
tihedusega loodusliku ja neutraliseeritud supernatandis. Statistiliste andmete analiiiisiks

kasutati PAST Statistics veebipShist programmi.
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Tabel .2. L. plantarum Inducia DSM 21379 naturaalse ja neutraliseeritud supernatandi
ja lahjendatud supernatandi antimikroobne aktiivsus C. difficile referents- ja kliiniliste

tiivede suhtes 48-tunnise inkubatsiooni jdrel

C. difficile C. difficile tihedus L. C. difficile tihedus L.
tihedus BHI | plantarum Inducia plantarum Inducia 1:1
puljongis supernatandis lahjendatud supernatandis
(kontroll) (naturaalne v&i (supernatant: BHI puljong)
neutraliseeritud) (naturaalne voi
neutraliseeritud)
C. difficile Naturaal- | Neutralisee- | naturaalne | neutraliseeri
tilved ne ritud tud
0,259 0,023 0,150 0,113 0,395
CDE
CDP1 0,478 0,007 0,305 -0,007 0,294
CDP2 0,510 0,001 0,550 0,193 0,651
CDP3 0,493 0,009 0,363 0,114 0,334
CDP4 0,386 0,004 0,247 0,084 0,343
CDP5 0,311 0,003 0,192 0,097 0,369
—
CDP6 0,503 0,003 0,208 0,107 0,264
CDP7 0,402 0,091 0,315 0,126 0,325
CDP8 0,110 0,002 0,170 0,019 0,316
CDP9 0,090 0,032 0,170 0,103 0,334
CDP10 0,209 0,023 0,050 0,093 0,331
VPI 10643 | 0,420 0,044 0,076 0,329 0,290
M 13042 0,402 0,005 0,249 0,083 0,304
Mean = SD | 0,352+0,15™" | 0,019+0,0 | 0,234+0,13" | 0,112:0,08°
§ gatst | o $ 0,350+0,10" |

p<0,0001; °p<0,05; ¢ p<0,01; ¥ p<0,001; ¢ p<0,01; T p<0,001

Kliinilisest materjalist isoleeritud tiived: C. difficile CDE, CDP 1-9; referentstiived: C.
difficile VPI 10463 (ATCC 43255) ja C. difficile M13042 (Kanadas isoleeritud
ribotiitibi 027 pandeemiline tiivi).

Seega, L. plantarum Inducia DSM 21379 antimikroobne aktiivsus on tingitud nii happe
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produktsioonist naturaalses tootes (pH alandamine) ja véiksemas hulgas
antimikroobsete peptiidsete iihendite tootmisest, mis on aktiivsed ka peale supernatandi

neutraliseerimist (tabel 2).

Niide 3. L. plantarum Inducia DSM 21379 kasvu ja pH véirtuste testimine ksiilitooliga
s66tmes kultiveerimisel
Katse eesmirk oli hinnata, kas ksiilitool m&jutab L. plantarum Inducia DSM 21379

antagonistlikku aktiivsust C. difficile vastu.

L. plantarum Inducia (10° CFU/ml) inkubeeriti MRS séotmes, milles glitkoos oli
asendatud 5 protsendilise ksiilitooliga voi ei kasutatud suhkrut {ildse, mikroaeroobses
v8i anaeroobses keskkonnas. Laktobatsillide hulk loendati ja avaldati PMU/ml s6&tme
kohta. L. plantarum Inducia DSM 21379 ksiilitooli kasutamist kontrolliti 2-, 6-, 24- ja
48-tunnise inkubatsiooni jérel.

L. plantarum Inducia DSM 21379 kasvas 24 tunni jooksul vordselt nii 5-protsendilise
ksiilitooli lisandiga kui ilma ksiilitoolita s66tmes. S-protsendilise kstilitooli lisandiga
so6tmes oli L. plantarum Inducia DSM 21379 kasv tihedam mikroaeroobses

keskkonnas vdrreldes anaeroobse keskkonnaga, milles oli kasv 2 log madalam (tabel 3).

Tabel 3. L. plantarum Inducia DSM 21379 hulk (log PMU/ml) protsendilise ksiilitooli

voi gliltkoosi lisandiga MRS sédtmes, kultiveerimisel mikroaeroobses vdi anaeroobses

keskkonnas

Kasvu Sodtmesse L. plantarum (log PMU/ml) hulk erinevates

tingimused lisatud inkubatsiooni ajapunktides
suhkur 0 2h 6h 24 h 48 h

Mikroaeroobne | kstilitool 5,6 5,60 6,24 8,0 7.2
gliikoos 5,41 5,48 6,94 8.8 9,0
kstilitool 5,6 5,70 6,00 7.4 7,15

A gliikoos 5,41 5,70 6,96 9.1 9,1

naeroobne

See katse tdestas, et L. plantarum Inducia DSM 21379 ei kasuta MRS s66tmesse lisatud
kstilitooli efektiivselt. L. plantarum Inducia DSM 21379 kasvatamisel modifitseeritud
MRS st6tmes moddeti pH langust. Glikkoosiga kontrollsé6tmes oli orgaaniliste hapete
tootmisest tingitud pH madalam anaeroobses keskkonnas. pH langes ksiilitooli

sisaldavas soOtmes vidrtuselt 6,2 védrtuseni 5,0 nii mikroaeroobses kui anaaeroobses
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keskkonnas, kuid j4i tunduvalt madalamaks vdrreldes gliikoosi sisaldava

kontrollso6tmega, milles pH langes viértuselt 7,5 vadrtuseni 3,2 (joonis fig 1).

Ksiilitooli metaboliseerimine L. plantarum Inducia DSM 21379 poolt.

Uuringu eesmirk oli mddta ksiilitooli kasutamist L. plantarum Inducia DSM 21379
mikroaeroobses ja anaeroobses keskkonnas.

Meetodid: L. plantarum Inducia DSM 21379 kasvatati mikroaeroobses ja anaeroobses
keskkonnas 5% ksiilitooli lisandiga s66tmes 2 kuni 120 tundi. Viidi ldbi kaks
paralleelkatset. Ksiilitooli detekteerimiseks kasutati mass-spektromeetrit QTRAP 3200
(Applied Biosystems, USA). Proove tsentrifuugiti 3 minutit 10 000 g, tehtt 100x
lahjendus ja 50 pl segati 50 pl sisemise standardiga (5 mM D4 merevaikhape
atsetonitriilis, 50 pl). Mass-spektromeetrisse stistiti 5 pl lahjendust, milles kasutati 50-
protsendilist atsetonitriil/vee segu. Substraadid, ioonipaarid 151/101 (kstlitool) ja
121/77 (sisemine standard) tuvastati mitmekordse reaktsiooni monitoorimisel (MRM).
Kontsentratsioon arvutati kaubandusliku ksiilitooli (Sigma-Aldrich, Saksamaa) kindla
kontsentratsiooniga lahuste kalibreerimiskdvera alusel.

Korduskatsetes selgus, et L. plantarum Inducia kasutas ksiilitooli vidga viikeses
koguses, suhkru hulk stdtmes piisis algvéirtuse lihedane, muutus oli 0-0,6 mM (tabel

4).

Tabel 4. Ksiilitooli hulk (mM) pérast tlivega L. plantarum Inducia DSM 21379
inkubeerimist 5 protsendilise ksiilitooli lisandiga so6tmes 120 tunni jooksul,

mikroaeroobses ja anaeroobses keskkonnas

Ksiilitool 1 | Kordus-

(mM) katsed Oh 2h 6h 24 h 48 h 120 h
5% kstilitooli, | I 3.1 ND 3,2 2.5 3,2 ND
mikroaeroobne | I1 3,4 3,4 3,3 3,2 3.3 3,3
5% ksiilitooli, H 3.1 ND 2.8 3,2 2,5 ND
- II 3.4 3,4 L3,2 3,2 A 3,5

ND — ei tuvastatud

Seega mass-spektomeetri analiilis kinnitas, et L. plantarum Inducia kasutab ksiilitooli
vidga viheses koguses.

C. difficile referentstiivede kasv ksiilitooli ja ampitsilliini sisaldavas sodtmes.

Uuringu eesmérgiks oli jéljendada soolestiku keskkonda in vitro katses Siiliria
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hamstritel vilja to6tatud C. difficile infektsiooni mudeliga sarnaselt.
Ksiilitooli ja ampitsilliini mdju L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C. difficile
referentstiivede (VPI 10463 ja hiipertoksiline tiivi M 13042, ribotiitip O27) kasvule

testiti BHI s66tmes in vitro.

Tabel 5. Eri ksiilitiooli (0,1-5-protsendilise) ja ampitsilliini (0,75 pl/ml)
kontsentratsioonide toime 48 tunni jooksul Clostridium difficile ja L. plantarum Inducia

DSM 21379 monokultuuride kasvule anaeroobses keskkonnas ja BHI s66tmes

Eksperimen- | L. plantarum Inducia | C. difficile VPI C.difficile M
taalsed log PMU/g log PMU/g log PMU/g
modulaatorid | 0 h 48 h Oh 48 Oh 48 h
BHI kontroll | 5,9 9,8 83 7,2 4,9 7.1
0,1% 5,3 8,0 4,7 6,4 5,0 6,9
ksiilitool

1 % ksiilitool | 5,0 8,0 55 7.3 4,8 6,7
2,5% 5.5 8.3 5,0 6,7 5,0 6,0
kstilitool

5 % ksiilitool | 5,5 7,8 5,0 Tl 5,0 6,7
Ampicillin 53 7.1 5.8 7,0 4,7 7.0
0,75 w/ml |

L. plantarum Inducia DSM 21379 ja kahe C. difficile referentstiive hulk tdusis BHI
puljongis (kontroll) peaaegu 2 kuni 4 logaritmi 48 tunni pikkuse inkubatsiooni jirel.
Ksiilitooli ja ampitsilliini lisamine ei m&jutanud C. difficile tiivede elulemust (Tabel 5).
L. plantarum Inducia DSM 21379 kasv oli alla surutud ca 2 logaritmi voérra nii 5-
protsendilise kstilitooli kui 0,75 pl/ml ampitsilliini lisamisel. Seega antibiootikumi ja
kuni 5-protsendilise kstilitooli lahuse manustamisel on L. plantarum Inducia elulemus
soolestiku mikrokeskkonnas tagatud.

Néide 4. L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C.difficile referentstiivede elulemus
kooskultiveerimisel, kstilitooli ja ampitsilliini erinevatel kontsentratsioonidel.

Uuringu eesmirk oli hinnata L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C. difficile
referentstiivede elulemust kooskultiveerimisel ksiilitooli ja ampitsilliini erinevate
kontsentratsioonide juures.

L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C. difficile referentstiivedega inokuleeriti 5-
protsendilise ksiilitooli ja 0,75 pl/ml ampitsilliini lisandiga BHI s6dde ja inkubeeriti
anaeroobses keskkonnas (aneroobne box Concept 400, UK) 24 ja 48 tundi. L. plantarum
Inducia DSM 21379, C.difficile referentstiivede VPI ja M elulemust peale
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kooskultiveerimist kontrolliti monokultuurina 5 protsendilise ksiilitooli ja ampitsilliini
lisandiga BHI s66tmes (1, 2a, 2b).

Uuritavate mikroobide hulga méidramiseks tehti kiimnendlahjendused. L. plantarum
Inducia DSM 21379 kiilvati MRS s66tmele ja inkubeeriti mikroaeroobses keskkonnas
ning C. difficile kiilvati LAB160 sd6tmele ja inkubeeriti anaeroobses keskkonnas.

Tabel 6. C. difficile referentstiivede inhibitsioon kooskultiveerimisel L. plantarum
Inducia DSM 21379 protsendilise ksiilitooli ja 0,75 ul/ml ampitsilliini lisandiga BHI

s66tmes anaeroobses keskkonnas 0, 24, 48 tundi.

Tiived/kooskultivatsioon Kasv (log, PMU/ml)
Oh 24 h 48h
1. L. plantarum Inducia 8,7 8.5 7,3
2. a. C. difficile VPI 5,0 T 7.2
2.b. C. difficile M referentstiivi 5,0 7.3 7,3
3. L. plantarum Inducia C. difficile VPI 6,0 8,3 7,0 o
referentstiivi M 5,5 8.5 8,0
4. C. difficile VPI L. plantarum 5,0 0 0
5. referentstiivi M Inducia 5,0 5,0 2,0

L. plantarum Inducia DSM 21379 (3) C. difficile referentstiivede (4, 5) ko-
kultiveerimisel ksiilitooli ja ampitilliini lisandiga BHI sd6tmes (hamstri mudeli
jéljendamine) oli C. difficile vegetatiivsete rakkude kasv inhibeeritud. VPI tiive puhul
oli taielik kasv tdielikult inhibeeritud ja M tiive puhul osaline kasvu inhibitsioon 5
logaritmi v&rra (5,0-2,0 log PMU/ml).

Seega, hamstri mudelit jaljendav in vitro katse tdestas C. difficile taielikku vdi osalist
inhibeerimist, kui manustada loomadele ainult L. plantarum Inducia DSM 21379 (tabel

5) voi selle kombinatsiooni ksiilitooliga (tabel 6).

Néide 5. Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379 ja ksiilitooli kombinatsioon
inhibeerivad Clostridium difficile referentstiive VPI eoste germinatsiooni

Katse eesmirgiks oli hinnata L. plantarum Inducia DSM 21379 voimet takistada
Clostridium difficile eoste germinatsiooni L. plantarum Inducia DSM 21379 eelneval
preinkubeerimisel s§Gtmes. Kontrolliti ka ksiilitooli ja taurokolaadi md&ju Clostridium
difficile eoste germinatsioonile. Taurokolaat on peensooles leiduv aine, mis soodustab

Clostridium difficile eoste germinatsiooni.
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L. plantarum Inducia DSM 21379 inkubeeriti erinevaid lisandeid sisaldavas BHI
puljongis, anaeroobses keskkonnas 24 tundi. Pérast L. plantarum Inducia DSM 21379
inkubeerimist lisati Clostridium difficile eosed ning lisati kontsentreeritud BHI soddet
vahekorras 1:10.

Kontrolli ja katsesegusid inkubeeriti anaeroobses keskkonnas 48 tundi. Kontroll ja
katsesegud kiilvati Fastiodious Anaeroobne Agar stdtmele (FAA) ja MRS sootmele,
katse alguses, 24 tunni méddudes ja 48 tunni moddudes. Arvutati L. plantarum Inducia

DSM 21379 ja Clostridium difficile hulgad.

Tabel 7. Clostridium difficile hulgad (logo) eri lisanditega sootmetes (L. planiarum
Inducia DSM 21379, ksiilitool, taurokolaat)

Segu kontroll (log10 PMU/ml) Experiment, L. plantarum
Inducia DSM 21379 lisati
(logl0 CFU/ml) Katsesegu,
lisatud L. plantarum Inducia
DSM 21379 (log10 PMU/ml)

Oh 24 h 48 h 0h 24 h 48 h

BHI 2.95 6,05 7,45 nd nd 7,18

BHI + ksiilitool 2,94 7,37 7,95 nd nd nd

BHI + ksiilitool + | 3,83 7,83 7,96 nd nd nd

Na-

taurokolaathiidraat

BHI + ksiilitool + | 3,38 8,07 7,67 nd nd nd

taurodeoksiikoolhape

nd- mitte tuvastatav, (alla magramispiiri, 1,00 log;o PMU/ml).

L. plantarum Inducia DSM 21379 preinkubeerimine kstilitooli v&i ksiilitooli ja
taurokolaadi kombinatsiooniga BHI so6tmes inhibeerib Clostridium  difficile
germinatasiooni (tabel 7). Ksiilitooli ja/vdi taurokolaadi lisamine BHI stétmele ei
mojutanud L. plantarum Inducia DSM 21379 kasvu. Antud tulemused toetavad

loomkatse tulemusi.

Néide 6. Loomkatse

Uuringu eesmérk oli hinnata L. plantarum Inducia DSM 21379 mdju referentstiive
Clostridium difficile VPI 10463 eostega nakatud infektsiooniga hamstritel.

Stitiria hamstrid (Mesocricetus auratus) sobivad histi Clostridium difficile infektsiooni
mudeliks. Rikkudes hamstrite kddrsoole mikrofloora antibiootikumide manustamisega

ja seejérel manustades loomadele C. difficile eoseid, kujuneb loomadel C. difficile
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kohulahtisus vdhem kui 48 tunni jooksul ja annab 100 protsendilise suremuse.

Toetudes meie in vitro katsete tulemustele uurisime, kas L. plantarum Inducia DSM
21379 manustamine aitab vihendada C. difficile ‘ga nakatatud hamstrite suremust. Enne
ampitsilliini manustamist (30 mg/kg) manustasime hamstritele sondiga 5-1 jirjestikusel
paeval L. plantarum Inducia DSM 21379 suspensiooni 10 PMU/ml kas 5-
protsendilise  ksiilitooli lisandiga v6i ilma. L. plantarum Inducia DSM 21379
manustamist jitkasime kogu katse viltel. Hamstrid nakatati 10-30 C. difficile VPI
10463 eosega katse 7. pideval. Hamstreid jilgiti jargnevad 5 pdeva ja C. difficile
infektsiooni siimptomite ilmnedes: mérg saba — tehti C. difficile A/B toksiini test X/pect
Remel test). Kontrollgrupina kasutati C. difficile VPI tiivega nakatud hamstreid.

Tabel 8. L. plantarum Inducia DSM 21379 ja/vdi ksiilitooliga eeltoidetud ja C.
difficile ‘ga nakatatud hamstrid (n=15)

Test grupid C. difficilega nakatud ellujgdnud | toksiini test | 5-ndal
hamstrite arv tulemus/ pieval
N dev , dev dev | loomade arv | ellujdi-
PR | g pisv:3 z 2 grupis nute %
C. difficile VPI 2 negatiivne/ | 2/15
104631 (n=15) |15 6 4 2 2 15 13%
C. difficile VPI 0/5
+Inducia (n=5) 0 0%
negatiivne/5
3 2 2 1 0
C. difficile VPI1 4 negatiivne/ | 5/9
* ksiilitool 9 56%
(n=9) 9 9 9 5 5
C. difficile VPI 7/9
+ ksiilitool + 7 negatiivne/ | 78%
Inducia (n=9) 9 7 i 7 7 9

Seega, C. difficele eostega nakatatute seas korgeim ellujddmise médr oli L. plantarum
Inducia DSM 21379 ja ksiilitooli lahusega ette toidetud loomade grupis (tabel 8). Antud
juhul olid koéik ellu jadnud hamstrite (7/9) toksiini testid negatiivsed, st C. difficile eoste
germinatsioon oli alla surutud. Ainult ksiilitooli manustamisel oli toksiinitest negatiivne
neljal loomal ellujdénud viiest ja ainult tihel ellujdénud loomadest oli test positiivne.
Seega. L. plantarum Inducia DSM 21379 ja ksiilitooli kombinatsioon surub alla eoste
germinatsiooni toksiini tootvateks vegetatiivseteks rakkudeks. A ja B toksiini leidumise

korral kontrollisime ka C. difficile kasvu olemasolu peale Inducia ja ksiilitooliga
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mdjutamist (Tabel 9). L. plantarum Inducia DSM 21379 ja ksiilitooliga ettetoidetud

ellujasnud kuuel hamstril seitsmest ei tuvastatud C. difficile vegetatiivseid rakke (ainult

tihel juhul leiti C. difficile kasv) peen- ja jimesooles. Nii anaeroobide kui indigeensete

laktobatsillide hulka asendav L. plantarum Inducia DSM 21379 hulk oli peen- ja

jimesooles korge. See nditab L. plantarum Inducia DSM 21379 ja ksiilitooli

manustamise kasulikkust soole mikrofloora stabiliseermisel ja taastamisel peale

ampitsilliini manustamist ja C. difficile eostega nakatumisel.

Tabel 9. Anaeroobide, laktobatsillide, L. plantarum Inducia DSM 21379 ja C. difficile
hulgad L. plantarum Inducia DSM 21379 ja ksiilitooliga ettetoidetud ja ellujééinud

hamstrite peensooles ja jaimesooles

katsegrupid tithisool (PMU log10/g) niudesool (PMU log10/g)
Hams- Indu- Indu-
terID | AN cia C.d AN cia cd
C. difficile VPI | T2-1 | 6,48 4,00 0,00 |7.48 6,70 | 0,00
+ kstilitool  + | T2.2 520 430 0,00 |7,04 7,00 | 0,00
Inducia (0=7) 7237 (748 430 0,00 [730 6,70 | 0,00
T2-4 | 8,70 6,00 5,00 811 7,60 | 7,00
T2-5 | 4,48 0,00 [0,00 |7.30 6,00 0,00
T2-7 | 7,18 500 [0,00 |811 6,78 | 0,00
T2-8 | 8,34 6,00 |0,00 |843 6,00 ]0,00
C. difficile VPI | Xyl-1 | 5,30 ND 2,00 |843 ND 0,00
+ksiilitool(n=5) [ Xyl-2 | 7,11 ND 0,00 8,30 ND 0,00
eelinidetud Xyl3 |760 | ND  |500 |838 |ND |7.60
24-1 | 17,35 ND 0 7.0 ND 0
242|715 ND 0 7,8 ND 0

AN — anaeroobid C.d. — Clostridium difficile

Hamstrite ellujgdmismadr oli 22 protsenti suurem ténu L. plantarum Inducia DSM

21379 manustamisele (tabel 16). Seda tdestas ka toksiini puudumine jimesoole sisus

(tabel 9).

L. plantarum Inducia DSM 21379 hulk oli kérge tlihisooles (vahemikus 0-6,0, mediaan
4,0 PMU logl0/g) ja niudesooles (6,0-7,6, mediaan 6,7). T&endoliselt toimis L.
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plantarum Inducia DSM 21379 happe produtseerimise ja SCFA profiil kaudu.

C. difficile "ga nakatatud hamstrite morfoloogilised uuringud

Clostridium difficile infektsiooni moduleerimiseks kasutati tiilipilist hamstri mudelit,
kuna patogeneesi peamine modulaator on toksiinide poolt pdhjustatud organite
kahjustus. Meie katses kasutatav C. difficile VPI 10643 omab nii A kui B toksiini ning
need toksiinid esinesid ka maksas ja peensooles (joonised fig 2 ja fig 3).

C. difficile infektsioonist ellujdinud hamstritel ei leitud lahkamisel ulatuslikke
limaskesta kahjustusi, pseudomembraane ega poliimorfonukleaarsete rakkude
infiltratsiooni (joonis fig 4a).

C. difficile infektsioonist kahjustatud  hamstrite surmaeelseteks iseloomulikeks
leidudeks oli poéletik koos poliimorfonukleaaride infiltratsiooniga limaskesta ja
pseudomembraanide olemasolu. Raske enterokoliit pdhjustas punaliblede ja
poliimorfonukleaarsete leukotsiiiitide infiltratsiooni soole limaskesta, maksa ja pdrna,

pohjustades loomade surma. Elundites esines hiipereemia (joonis fig 51).
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PATENDINOUDLUS
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12.

Probiootilist mikroorganismi tiive Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379
sisaldav  kompositsioon kasutamiseks Clostridium  difficile  pohjustatud
kohulahtisuse (CDAD) riski vihendamiseks Clostridium difficile eoste
germinatsiooni takistamise ja Clostridium difficile vegetatiivsete rakkude
paljunemise allasurumise teel.

Kompositsioon vastavalt punktile 1, mis sisaldab lisaks ksiilitooli.

Kompositsioon vastavalt punktile 1 v6i 2, mis on valitud rithmast, mis sisaldab
farmaatsia-, toidu- vdi veterinaarset kompositsiooni.

Toiduaine, mis sisaldab kompositsiooni vastavalt punktile 1 vdi 2.
Toiduaine vastavalt punktile 4, milleks on piimatoode.

Toiduaine vastavalt punktile 5, milleks on fermenteeritud piimatoode.

Toiduaine vastavalt punktile5, milleks on juust.

Toiduaine vastavalt punktile 5, milleks on jogurt.

Toidulisand, mis sisaldab kompositsiooni vastavalt punktile 1 voi 2.

Farmaatsia- v8i veterinaariatoode, mis sisaldab kompositsiooni vastavalt punktile
1 voi 2.

Lactobacillus plantarum Inducia DSM 21379 kasutamiseks antimikroobse
agendina eksogeenset ja/vdi endogeenset paritolu Clostridium difficile pShjustatud

kohulahtisuse (CDAD) riski vihendamiseks Clostridium difficile eoste

~germinatsiooni takistamise ja Clostridium difficile vegetatiivsete rakkude

paljunemise allasurumise teel.

Lactobacillus  plantarum Inducia DSM 21379 kasutamiseks antimikroobse

agendina, vastavalt punktile 11 koos kstilitooliga.
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Fig. 1
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Fig. 3
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