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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych Lactobacillus reuteri, o wtasciwo-
$ciach probiotycznych.

Preparaty probiotyczne podawane zwierzetom hodowlanym w paszy lub zaaplikowane oralnie,
wptywajg korzystnie na ich wzrost, poprzez stymulujgce oddziatywanie na przewdd pokarmowy i pro-
cesy w nim zachodzace. Odpowiednio dobrane bakterie probiotyczne determinujg przyswajanie paszy,
petnigc jednoczesnie role regulatora réwnowagi mikroorganizméw przewodu pokarmowego zwierzat.
Efekty dziatania preparatow probiotycznych zblizone sg do efektéw uzyskanych w wyniku zastosowania
antybiotykéw paszowych, bowiem jedne i drugie redukujg liczbe bakterii patogennych, jednak sposdb
ich dziatania jest rozny. Probiotyki nie powodujg zadnych skutkdw ubocznych i nie implikujg odktadania
sie szkodliwych substancji obcych, stad nie majg okresu karencji i nie ma niebezpieczenstwa ich prze-
dawkowania. Z punktu widzenia konsumenta i producenta zywnosci, wazne jest rowniez, ze stosowanie
probiotykéw dzieki mozliwosci obnizania, a nawet catkowitej eliminacji koniecznosci stosowania anty-
biotykéw, jest sposobem otrzymywania bezpiecznej zywnosci.

Dotychczas sg znane szczepy bakterii z gatunku Lactobacillus reuteri, jak Lactobacillus reuteri
INLA 4, Lactobacillus reuteri ATCC55730, Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus reuteri M KKP
2048.

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych z gatunku Lactobacillus reuteri,
ktéry oznaczono symbolem tOCK 1092 i ktéry zostat zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorgani-
zméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk im. Ludwika
Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00123.

Szczep tOCK 1092 wyizolowano z tresci jelitowej prosiat.

Szczep LOCK 1092 jest to Gram-dodatnia pateczka, nieruchliwa, nie przetrwalnikujgca. Jest
szczepem o wiasciwosciach probiotycznych, stanowigcym homolog bakterii z gatunku Lactobacillus
reuteri o sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA przedstawionej na koncu
opisu.

W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu Lactobacillus reuteri tOCK 1092
zsekwencjonowano region DNA kodujgcy gen 16S rRNA o dtugosci 1379 pz. Otrzymang sekwencje
nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.6.0+ z sekwencjami do-
stepnymi w bazie National Center of Biotechnology Information (NCBI) oraz programie DNA Baser
v4.36.0. Na podstawie poréwnania sekwencji nukleotydowych gendéw 16S rRNA bakterii z gatunku Lac-
tobacillus reuteri JCM 1112 stwierdzono podobienstwo nowego szczepu bakterii do gatunku Lactoba-
cillus reuteri z prawdopodobiernstwem 99,71%.

Nowy szczep £OCK 1092 hoduje sie na podtozu Rogosa stanowigcym wybiércze medium prze-
znaczone do hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus sp., przejrzystym, o barwie zétto-brgzowej, o skfa-
dzie w g/l: pepton kazeinowy —10,0, ekstrakt drozdzowy — 5,0, D(+)glukoza — 20,0, fosforan potasu —
6,0, cytrynian amonu — 2,0, Tween 80-1,0, octan sodu — 15,0, siarczan magnezu — 0,575, siarczan
zelaza Il — 0,034, siarczan manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5-6, korzystnie 5,5, w temperaturze
15-45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin. W podfozu tym szczep rosnie w postaci biato-kremowych,
okragtych kolonii, o gtadkiej powierzchni i regularnych brzegach, o $rednicy okoto 1-2 mm.

Szczep LOCK 1091 hoduje sie takze na podiozu ptynnym MRS, stanowigcym modyfikacje pod-
toza Rogosa, o sktadzie w g/I: ekstrakt drozdzowy — 4,0, ekstrakt miesny —10,0, pepton z kazeiny — 10,0,
D(+)glukoza — 20,0, Tween 80-1,0, wodorocytrynian amonu — 2,0, fosforan dwupotasowy — 2,0, octan
sodu — 5,0, siarczan magnezu 7-wodny — 0,20, siarczan magnezu 4-wodny — 0,05, o pH 5-6, korzystnie
5,5, w temperaturze 15-45°C, korzystnie 37°C w czasie 48 godzin. W podfozu tym szczep rosnie two-
rzac jednorodne zmetnienie pozywki.

Do wzrostu szczep preferuje srodowisko wzbogacone w 5% (v/v) CO2. Rosnie jednak zaréwno
w warunkach tlenowych, jak i wzglednie beztlenowych.Cechy morfologiczne szczepu tOCK 1092

W obrazie mikroskopowym bakterie majg ksztatt krétkich, prostych pateczek o diugosci 4-5 um
i 0 szerokosci do 1 um. Pateczki nie wytwarzajg przetrwalnikow.

Cechy fizjologiczne i biochemiczne szczepu +tOCK 1092

Szczep nie wytwarza katalazy oraz oksydazy cytochromowej. Wybarwia sie na Gram (+).

Badanie metabolizmu glukozy w warunkach tlenowych i beztlenowych na pozywce Hugh-Le-
ifsona w wysokich stupach wykazato, ze szczep LOCK 1092 jest zdolny do rozkladu glukozy zaréwno
w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, czyli na drodze fermentaciji.
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Zgodnie z testem API 50 CHL szczep LOCK 1092 jest zdolny do fermentacji sacharydéw i ich
pochodnych, jak ryboza, ksyloza, galaktoza, glukoza, maltoza, laktoza, melibioza, sacharoza, rafinoza.

Szczep LOCK 1092 charakteryzuje sie metabolizmem wzglednie heterofermentatywnym. Glu-
koze fermentuje z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 10,79 pumol/ml, kwasu octowego (4,04
umol/ml), kwasu mastowego (0,47 umol/ml), aldehydu octowego (0,08 pumol/ml) i etanolu (0,15
umol/ml).Test APl ZYM wykazal, iz szczep LOCK 1092 wykazuje aktywnos$¢ nastepujgcych enzymow:
fosfatazy alkalicznej, esterazy, a-galaktozydazy, B-galaktozydazy, a-glukozydazy, p-glukozydazy, kwa-
$nej fosfatazy, fosfoamidazy, arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, arylamidazy cystyny.Ponadto
stwierdzono, ze szczep £LOCK 1092 nie wytwarza siarkowodoru, ani amoniaku z argininy, nie wykazuje
zdolnosci rozktadu H20:.

Zdolnos$¢ do wykorzystywania prebiotykow szczepu £OCK 1092

Szczep LOCK 1092 jest zdolny do wzrostu w podtozu zawierajgcym jako jedyne zrédio wegla
prebiotyki, jak skrobia, B-glukan, maltodekstryna, inulina, pektyna, jednak wzrost jest zréznicowany
i zalezny od rodzaju i stezenia sacharydu. Najlepszym zrodtem wegla jest inulina w stezeniu 2%. Po-
réwnujgc natomiast wzrost szczepu LOCK 1092 w obecnosci prebiotykéw ze wzrostem w obecnosci
glukozy (préba odniesienia) stwierdzono, ze w przypadku wszystkich przebadanych prebiotykéw wzrost
jest lepszy, co obrazuje wykres 1 przedstawiony na rysunku.Réwniez w wyniku fermentacji inuliny
szczep LOCK 1092 wytwarza najwyzsze ilosci kwasu mlekowego, przy najwyzszym udziale kwasu L(+)
mlekowego wynoszgcym 88%. Oprécz kwasu mlekowego produktami fermentacji prebiotykow (skrobi,
B-glukanu, maltodekstryny, inuliny i pektyny) sg kwas octowy, kwas mastowy, aldehyd octowy i etanol.

Cechy probiotyczne szczepu tOCK 1092

Szczep LOCK 1092 spetnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwierdzono w wyniku
badan in vitro wykonanych wedtug procedur zalecanych przez FAO/WHO.Nowy szczep wykazuje wy-
sokg odpornos¢ na niskie pH (kwasowos$¢ soku zotgdkowego) w zakresie pH od 2,0 do 3,0.Szczep
LOCK 1092 wykazuje réwniez wysokg odporno$¢ na sole Zzolkci w stezeniach 1% i 2%
w czasie do 4 godzin.Szczep £LOCK 1092 wykazuje opornos¢ w stosunku do antybiotykdéw najczesciej
stosowanych
u zwierzgt hodowlanych, jak penicylina, kanamycyna, amoksycylina, doksycyklina, erytromycyna, tetra-
cyklina.Szczep ten wykazuje réwniez oporno$¢ w stosunku do kokcydiostatykow, takich jak diclazuril,
decoquinat, narazyna-nikrabazyn.

Nadto nowy szczep wykazuje aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do patogendw jelitowych
zwierzat i odpowiedzialnych za zoonozy ludzi, takich jak Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Salmonella choleraesuis, Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Listeria monocytogenes.

Szczep LOCK 1092 posiada niewielkg aktywno$¢ fekalng. Sposrdd trzech enzyméw: B-glukozy-
dazy, B-glukuronidazy i ureazy aktywna jest tylko B-glukozydaza.

Szczep wykazuje takze zdolnosci detoksyfikacyjne mykotoksyn, jak aflatoksyny Bi1, ochratoksyny
A, fumonizyny, toksyny T-2, zearalenonu, deoksyniwalenolu, ktére najczesciej mogg stanowi¢ zanie-
czyszczenie zbdz i pasz dla zwierzat.

Cechy biotechnologiczne szczepu tOCK 1092

Cechy biotechnologiczne szczepu LOCK 1092 okreslono w trzech pozywkach fermentacyjnych
(mieszankach paszowych (P1, P2 i P3) o nastepujgcym skfadzie zmielonych ziaren: pasza P1 — 50%
pszenicy, 30% jeczmienia i 20% kukurydzy, pasza P2 — 40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy
i 10% zyta, pasza P3 — 40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% soi. Kompozycje pozywek
fermentacyjnych ustalono na bazie ziaren stosowanych w Zzywieniu zwierzat monogastrycznych. Mie-
szanki paszowe roztworzono w wodzie w proporcjach: 1:1,0; 1:1,5; 1:2,0. Pozywki fermentacyjne za-
szczepiono zawiesing bakterii w ilosci 108 jtk/ml. Dynamike wzrostu w pozywkach fermentacyjnych (jtk/g
paszy) oznaczonow 4, 8, 12, 16, 24 i 30 godzinie hodowli, a probg odniesienia byta hodowla w pozywce
MRS (jtk/ml pozywki). Dynamike wzrostu przedstawiono w postaci wykresu 2 na rysunku, za$ plon bio-
masy oraz produktywno$¢ hodowli w ponizszej tablicy.
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Tablica

Plon komérek lpnrag?/tg:::os'é \?z*rajsctlr a szybkos¢ Faza adaptacyjna

Szczep | OSSN | gy u [h] (k]
Pozywka fermentacyjna

Pl P2 P3 Pl P2 P3 |Pl P2 P3 |Pl P2 P
Lb.
e | b Tlow o | e L e |ods o016 021 842 S50 48
1092
Pozywka kontrolna MRS
Lb.
fggg 1,95%10° 6,48x10'° 0,09 0,95
1092

Okazato sie, ze dynamika wzrostu oraz plon biomasy sg uzaleznione od sktadu pozywki fermen-
tacyjnej i najwyzsze wartosci, w odniesieniu do podtoza kontrolnego MRS, otrzymano dla hodowli
w pozywce fermentacyjnej P2. Plon komérek w tej pozywce wynosit 3,13 x 1010 jtk/g, a produktywnos$é
szczepu wzrosta do poziomu 1,04 x 10'2 jtk/kgxh. Stwierdzono ponadto, ze optymalng pozywkg dla
wzrostu szczepu £LOCK 1092 jest pozywka o stosunku zmielonych ziaren (maki) do wody 1:1,5. W tych
warunkach bakteria osigga najwyzszy przyrost biomasy, rowniez produktywnos¢ jest wyzsza w poréw-
naniu do proporcji maki do wody 1:1,0 oraz 1:2,0.

Szczep LOCK 1092 wykazuje takze trwatos¢ przechowalniczg w postaci liofilizatu w warunkach
chtodniczych (4-5°C) oraz w temperaturze pokojowej (25°C) w trakcie 4 miesiecy przechowywania.

Szczep LOCK 1092 znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierzgt monogastrycznych
w profilaktyce wystepowania choréb bakteryjnych i zatru¢ wywotanych mykotoksynami oraz poprawia-
jacy bezpieczenstwo chowu zwierzat.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad |

Szczep LOCK 1092 hodowano w podtozu ptynnym Rogosa (firmy Difco) o skfadzie w g/lI: pepton
kazeinowy — 10,0, ekstrakt drozdzowy — 5,0, D(+)glukoza — 20,0, fosforan potasu — 6,0, cytrynian amonu
—2,0, Tween 80 — 1,0, octan sodu — 15,0, siarczan magnezu — 0,575, siarczan zelaza Il — 0,034, siarczan
manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5,5, w obecnosci CO2 wprowadzonego w ilosci 5% (v/v), w tempe-
raturze 37°C w warunkach tlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komorki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujgc
gestos¢ 1,9 x 10° komodrek/ml.

Przyktad Il

Szczep LOCK 1092 hodowano w podtozu ptynnym MRS (firmy Merck), o sktadzie w g/I: ekstrakt
drozdzowy — 4,0, ekstrakt miesny — 10,0, pepton z kazeiny — 10,0, D(+)glukoza — 20,0, Tween 80 — 1,0,
wodorocytrynian amonu — 2,0, fosforan dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu
7-wodny - 0,20, siarczan magnezu 4-wodny — 0,05, o pH 5,5, w obecnosci CO2 wprowadzonego w ilosci
5% (v/v), w temperaturze 37°C w warunkach wzglednie beztlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komorki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujac
gestos¢ 1,95 x 10° komérek/ml.

Przyktad Il

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | umieszczono w srodowisku o pH 2 i 3. W pH 3,0 przezy-
walnos¢ komoérek po 60 minutach wynosi 95%, a po 240 minutach 90%. Natomiast w pH 2,0 po
60 minutach przezywa 93% komorek, a po 240 minutach 88%.

Przyktad IV

Bakterie otrzymane jak w przyktadzie | poddano dziataniu zétci o stezeniach 1% i 2% w czasie
do 4 godzin. Po 4 godzinach inkubacji w obecnosci 2% zo6tci przezywalnos¢ komorek wynosi 92%,
a przy stezeniu zofci 1% przezywa 98% komorek bakterii.
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Przyktad V
Liofilizat bakterii otrzymanych jak w przyktadzie | przechowywano w temperaturze 4-5°C oraz

w temperaturze pokojowej 25°C w ciggu 4 miesiecy. Temperatura chtodnicza zapewnita wiekszg stabil-
nosc i trwatos¢. Przechowywanie szczepu LOCK 1092 przez 4 miesigce spowodowato obnizenie liczby
zywych komorek o 8% dla temperatury chiodniczej i 0 15% dla temperatury pokojowe;.

Wykaz sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA szczepu bakterii Lac-

tobacillus reuteri tOCK 1092, ktéra okresla jego przynaleznos¢ gatunkowa:

TGATTGTATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTA~
ACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATA-
ACAACAAAAGCCACATGGCTTTTGTTTGAAAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGAC-
CTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTT-
GAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGA-
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCARCACCGCGTGAGTGAA-
GAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTGGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTT-
CACGCAGTGACGGTATCCAACCAGAAAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAT -
ACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTGCTTA~
GGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACCGGGCGACT T~
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAA-
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGA-
ARAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTA-
GGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAACGCAT -
TAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAARACTCARAGGAATT -
GACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGRAAGAACCTTAC-
CAGGTCTTGACATCTTGCGCTAACCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACA-
GGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA-
ACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGT~
GACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA-
CACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAAT -
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAAT -
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC-
CGCCCGTCACACCATGGGAGTTTGTA

w ktérej: A — oznacza adenine, G — guanine, C — cytozyne, T — tymine.

Zastrzezenie patentowe

1. Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus reuteri LOCK 1092 zdeponowany w Polskiej Ko-
lekcji Mikroorganizméw w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii
Nauk im. Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu pod numerem B/00123, o wtasciwosciach pro-
biotycznych.
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Rysunki
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