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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae, o wlasciwosciach sta-
bilizatora mikroflory jelitowej, ktéry znajduje zastosowanie jako dodatek zootechniczny w zywieniu
zwierzat.

Kontrolowana pozytywna regulacja sktadu mikroflory jelitowej moze by¢ osiggnieta na drodze
probiozy, czyli przyjmowania w odpowiedniej ilosci zywych komorek mikroorganizméw, ktére wywiera-
ja korzystny wptyw na zdrowie gospodarza. Stosowanie w zywieniu zwierzat drozdzy z rodzaju Sac-
charomyces przynosi zaréwno pozgdany efekt probiotyczny, jak i odzywczy (zrédto witamin z grupy B
i aminokwasow), co przyczynia sie do polepszenia zdrowia zwierzat oraz do zwiekszenia wydajnosci
ich produkciji. Dlatego tez, producenci pasz i dodatkéw stosowanych w zywieniu zwierzat zaintereso-
wani sg pozyskiwaniem nowych szczepdéw tych drozdzy o udokumentowawanych wtasciwosciach
probiotycznych.

Dotychczas znane sg szczepy drozdzy z rodzaju Saccharomyces o wiasciwosciach probiotycz-
nych, jak S. cerevisiae MUCL 39885, S. cerevisiae NCYC Sc47, S. cerevisiae IFO 0203, S. cerevisiae
CNCM 1-1079, S. cerevisiae CNCM 1-1077, S. cerevisiae CBS 493.94.

Szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae o wlasciwosciach probiotycznych, stanowiacy przed-
miot wynalazku, zdeponowano w Kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu
Lekow z siedzibg w Warszawie pod numerem kolekcyjnym 06/02/2011.

Szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae 06/02/2011 wyizolowano z katu kury nioski rasy
Rosa i zaliczono do gatunku Saccharomyces cerevisiae na podstawie cech morfologicznych, sposobu
rozmnazania, uzdolnien biochemicznych i kariotypu.

Wiasciwosci probiotyczne szczepu stwierdzono w wyniku badan in vitro, zgodnie z wlasciwymi
wytycznymi Scientific Commitee on Animal Nutrition EC do oceny dodatkéw stosowanych w zywieniu
zwierzat.

Komoérki szczepu majg ksztatt elipsoidalny i wymiary 3-4 ym x 6-8 ym. Rozmnazajg sie wegeta-
tywnie poprzez paczkowanie oraz generatywnie, wytwarzajac od 2 do 4 zarodnikéw w komoérce.

Biomase szczepu Saccharomyces cerevisiae 06/02/2011 otrzymuje sie w wyniku hodowli na
ptynnym podfozu YPG zawierajgcym 1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glukozy, o pH 7,2
badz na podtozu agarowym YPG o sktadzie 1% ekstraktu drozdzowego, 2% peptonu, 2% glukozy,
1,5% agaru, o pH 7,2, w zakresie temperatur 30 - 37°C, korzystnie 30°C. Na podtozu agarowym
szczep rosnie w postaci bezowych, okragtych, lekko wypuktych kolonii o gtadkiej linii brzegowe;.

W rozdziale elektroforetycznym chromosomalnego DNA szczepu obserwuje sie 14 prazkéw
o wielkosci molekularnej w zakresie 229 - 2125 kb i profilu typowym dla Saccharomyces sp.

Szczep charakteryzuje sie zdolnoScig do asymilacji glukozy, galaktozy, a-metylo-D-glukozydu,
maltozy, sacharozy i rafinozy (w 1/3), co stwierdzono na podstawie testu APl 20C AUX (bioMerieux),
natomiast nie wykazuje zdolnosci do wykorzystania glicerolu, 2-keto-D-glukonianu, L-arabinozy,
D-ksylozy, adonitolu, ksylitolu, inozytolu, sorbitolu, N-acetylo-D-glukozaminy, celobiozy, laktozy, treha-
lozy oraz melezytozy jako Zrédet wegla i azotu.

Profil biochemiczny szczepu, wedtug taksonomii Barnett i wsp., potwierdza przynaleznosé tego
szczepu do gatunku Saccharomyces cerevisiae.

Szczep wykazuje wysokag aktywnos$¢ enzymatyczng arylamidazy leucyny i kwasnej fosfatazy
oraz na nizszym poziomie aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej, esterazy, esterazy lipazy, arylamidazy
waliny, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI i a-glukozydazy, co stwierdzono w oparciu o test API-ZYM (bio-
Merieux).

Wykazuje odpornos¢ na niskie pH (kwasowos¢ soku zotagdkowego), na obecnosé soli zétci oraz
dziatanie enzyméw trawiennych: pepsyny i pankreatyny w czasie do 8 godzin, co - uwzgledniajac czas
tranzytu paszy przez kolejne odcinki przewodu pokarmowego gospodarza - zapewnia przezycie i ak-
tywnos¢ jego komoérek w obrebie catego przewodu pokarmowego. Wptywa stabilizujaco na mikroflore
jelitowg gospodarza poprzez wigzanie do swojej sciany komdrkowej patogennych lub oportunistycz-
nych szczepdéw bakterii: Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Campylo-
bacter jejuni oraz Enterococcus faecalis.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad I

Szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae 06/02/2011 hodowano w ptynnym podtozu YPG,
w temperaturze 30°C. Po 24 godzinach inkubacji wyhodowane komérki oddzielono od podtoza przez
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wirowanie (5000 x g, 5 minut) i zawieszono w buforze PBS (chlorek sodu 0,8%, chlorek potasu 0,02%,
wodorofosforan disodu 0,144%, diwodorofosforan potasu 0,024%; pH 7,4), uzyskujac gestosé 6,1 x 10’
komorek/ml.

Przyktad Il

Szczep drozdzy otrzymany jak w przyktadzie | umieszczono w srodowiskach o pH 2,5 oraz 1,5,
co odpowiada niskim wartosciom pH w przewodzie pokarmowym. W $rodowisku o pH 2,5 po 8 godzi-
nach inkubacji w temperaturze 37°C przezyto 2,0 x 10° jtk/ml, przy wyj$ciowej liczbie drozdzy wyno-
szacej 3,1 x 10° jtk/ml.

W srodowisku o pH 1,5 po 8 godzinach przezyto 1,1 x 10° jtk/ml, przy wyjsciowej liczbie na po-
ziomie 3,6 x 10° jtk/ml.

Przyktad Il

Szczep drozdzy otrzymany jak w przyktadzie | poddano dziataniu soli zotci o stezeniach 0,1%
i 1,0% w czasie do 240 minut. Procentowa przezywalnos¢ drozdzy w srodowisku symulujagcym warun-
ki przewodu pokarmowego z dodatkiem soli zofci o stezeniu 0,1% po 240 minutach wynosita 92,6%.
W obecnosci soli zétci w stezeniu 10-krotnie wyzszym, tj. 1,0% po 240 minutach przezywalnos¢ droz-
dzy wynosita 76,8%.

Przyktad IV.

Szczep drozdzy otrzymany jak w przykfadzie | umieszczono w $rodowiskach odtwarzajgcych
in vitro warunki przewodu pokarmowego, z uwzglednieniem dziatania enzymow trawiennych: pepsyny
i pankreatyny oraz niskiego pH. W obecnosci pepsyny (3 g/l; 3260 U/mg; pH 2,0) po 240 minutach
inkubacji w temperaturze 37°C przezylo 7,6 x 10° jtk/ml, przy wyjsciowej liczbie drozdzy wynoszacej
6,2 x 10° jtk/ml.

W $rodowisku z dodatkiem pankreatyny (1 g/l; 903 U/mg) po 240 minutach przezyto 3,1 x 10° jtk/ml,
przy wyjsciowej liczbie drozdzy na poziomie 8,4 x 10° jtk/ml. Wysoka przezywalno$¢ szczepu zapewnia
jego aktywnos$¢ w catym przewodzie pokarmowym gospodarza.

Przyktad V.

Szczep drozdzy otrzymany jak w przyktadzie | barwiono w temperaturze 28°C 0,1% roztworem
prymuliny i fagczono z komérkami bakterii wybawionymi 0,1 % roztworem DAPI w temperaturze 37°C.
Potaczone hodowle drozdzy i bakterii inkubowano w temperaturze 28°C przez 3 godziny. Oceny ad-
hezji komoérek patogennych lub oportunistycznych szczepéw bakterii do $ciany komérkowej szczepu
drozdzy 06/02/2011 dokonano w preparatach mikroskopowych, z zastosowaniem mikroskopu fluore-
scencyjnego. W oparciu o dokumentacje fotograficzna, przy wykorzystaniu programu komputerowego,
wyznaczono liczbe komérek bakterii zaadherowanych do Sciany komoérkowej szczepu drozdzy.
W przypadku Salmonella Typhimurium adherowato 149 komaérek bakterii w przeliczeniu na 100 komo-
rek drozdzy. Dla Escherichia coli wartos¢ ta wynosita 256 komdérek bakterii, dla Staphylococcus au-
reus - 103, Enterococcus faecalis - 176, a dla Campylobacter jejuni - 18.

Zdolnos$¢ szczepu drozdzy Saccharomyces cerevisiae 06/02/2011 do wigzania do swojej Sciany
komorkowej patogennych bakterii warunkuje usuwanie tych szczepdw bakterii z przewodu pokarmo-
wego oraz stabilizacje mikroflory jelitowej gospodarza.

W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej szczepu 06/02/2011 profil chromosomalnego
DNA tego szczepu poréwnano, za pomocg odpowiedniego programu komputerowego, z kariotypem
szczepu Saccharomyces cerevisiae YNN 295 (BioRad). W rozdziale elektroforetycznym chromoso-
malnego DNA odnotowano 14 prgzkéw o wielkosci molekularnej: 2125, 1558, 1433, 1146, 1089,
905, 795, 763, 651, 557, 393, 324, 257, 229 kb. Uktad kilkunastu prazkéw o wielkosci w zakresie
225 - 2200 kb w rozdziale elektroforetycznym jadrowego DNA byt typowy dla drozdzy Saccharomyces sp.

Ponizej przedstawiono profil elektroforetyczny chromosomalnego DNA szczepu drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae 06/02/2011 w odniesieniu do kariotypu szczepu markerowego S. cerevisiae
YNN 295.

Zastrzezenie patentowe
Szczep drozdzy Saccharomyces cerevisiae o wiasciwosciach probiotycznych, zdeponowany

w Kolekcji Zaktadu Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekéw pod numerem kolekcyj-
nym 06/02/2011.



PL 217 492 B1

Rysunek

1S cerevisiae YNN 295

k 157czep 06/02/2011

kb

2200
1600

1125

1020, 945
825,785

680
610, 585

450
365
285
225
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