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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej do ograniczania rozwo-
ju chorobotwérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostridium perfringens, wystepujgcych
w organizmach ptakéw hodowlanych, szczegdlnie kurczat rzeznych, indykdw, kaczek, gesi, perliczek,
bazantéw, strusidw i ptakéw ozdobnych oraz w srodowisku ich bytowania. Wynalazek obejmuje takze
probiotyk i kompozycje szczepdw probiotycznych oraz ich zastosowania polegajgce na podawaniu
ptakom opracowanych kompozyciji bakterii probiotycznych w celu zabezpieczenia ich organizmu przed
chorobotwoérczymi bakteriami E. coli i C. perfringens oraz dezynfekcje powierzchni ich ciat, a takze
pomieszczen hodowlanych srodkami zawierajgcymi komorki i/lub metabolity drobnoustrojow nowych
szczepow bakterii probiotyczych.

Pod pojeciem probiotyku rozumie sie produkt zawierajgcy aktywne formy bakterii probiotycz-
nych, ktéry wptywa korzystnie na zdrowie zwierzat. Pod terminem ,korzystny wplyw” rozumie sie
ograniczenie biegunek i choréb przewodu pokarmowego wywotanych patogennymi mikroorganizmami
z gatunkow E. coli i C. perfringens, lepszg ogoélng kondycje zwierzat i inne korzystne efekty spozywa-
nia probiotyku.

W ostatnich latach obserwuje sie wyrazne zainteresowanie biologicznymi metodami zwieksza-
nia bezpieczenstwa zywnosci. Wiekszos¢ chordéb bakteryjnych przenoszonych drogg pokarmowg ma
pochodzenie odzwierzece. Jednymi z bardziej niebezpieczniejszych patogendéw przenoszonych w ten
sposob sg enterotoksyczne bakterie Escherichia coli i Clostridium perfringens. Wymienione bakterie
stanowig takze bezposrednie zagrozenie w hodowli zwierzat gospodarskich. Zagrozenie to jest szcze-
golnie duze w fermach, w ktérych skoncentrowany jest chow tysiecy zwierzat gospodarskich. Z tego
powodu sg poszukiwane nowe, skuteczne metody zwalczania patogennych bakterii zarébwno na po-
ziomie produkciji pierwotnej, jak i przetworstwa produktéw zwierzecych.

Przez dziesigtki lat ochrone przed chorobotwdrczymi bakteriami spetniaty antybiotyki. Dodatko-
wo byly one czynnikiem stymulujacym wzrost zwierzat. Masowe stosownie antybiotykéw spowodowato
jednak pojawienie sie antybiotykoopornych szczepdéw patogennych bakterii, co znacznie ostabito an-
tybiotykowg ochrone zwierzat i ludzi. Doprowadzito to takze do wydania zakazu stosowania antybioty-
kéw w zywieniu zwierzat na terenie UE.

Alternatywg do stosowania antybiotykéw paszowych staty sie w ostatnich latach probiotyki. Pod
tym pojeciem rozumie sie produkty zawierajgce mikroorganizmy, ktére podane w odpowiedniej ilosci,
wywierajg korzystny wptyw na dobrostan zwierzat, ktérym zostaty podane. Pojecie dobrostanu zwie-
rzat obejmuje wiele zjawisk, jak brak zachorowan, szybszy wzrost zwierzecia, lepsze wykorzystanie
paszy i lepszg ogdlng kondycje zwierzat.

W literaturze przedmiotu pojawito sie wiele rozwigzan oferujgcych preparaty probiotyczne zwie-
rajace mikroorganizmy antagonistyczne w stosunku do bakterii chorobotwérczych, w tym chorobo-
tworczych szczepdw Escherichia coli i C. perfringens. Zdecydowana wiekszos$¢ z tych preparatéw ma
w swoim sktadzie bakterie fermentacji mlekowej. Nalezy jednak mocno podkresli¢, ze nie wszystkie
szczepy bakterii fermentaciji mlekowej wykazujg wtadciwosci antagonistyczne w stosunku do bakterii
chorobotwérczych. Cecha ma bowiem charakter szczepozalezny. Oznacza to, ze tylko nieliczne
szczepy nalezace do danego gatunku wykazujg takie wtasciwosci. Aktywnos¢ antagonistyczng moze
by¢ wykryta w wieloetapowej procedurze specjalistycznych badan skriningowych, a nastepnie musi
by¢ potwierdzona w testach zywieniowych na zwierzetach.

Bakterie fermentacji mlekowej wystepujg naturalnie w przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzat.
S3 one uwazane za catkowicie bezpieczne i zaliczane do klasy GRAS (ang. generally recognized as
safe). Spotkaé je takze mozna w paszach dla zwierzat, szczegdlnie w kiszonkach. Ponadto sg one
sktadnikami mikroflory skéry zwierzat oraz wystepujg w srodowisku hodowlanym.

Antagonistyczne dziatanie probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej jest najczesciej nastep-
stwem konkurencji o substancje pokarmowe oraz hamowania wzrostu lub niszczenia komaérek bakterii
chorobotwérczych. Moze by¢ ono takze rezultatem blokowania receptoréw dla bakterii chorobotwor-
czych, a co za tym idzie ograniczania przez nie kolonizacji przewodu pokarmowego. Dodatkowo moze
by¢ ono skutkiem aglomerowania komérek bakterii probiotycznych z komdérkami bakterii patogennych
iich usuwania z przewodu pokarmowego wraz z katem. Aktywnosé bakterii fermentacji mlekowej
w stosunku do patogendéw wynika z produkowania przez nie substancji hamujgcych lub zabijajgcych
bakterie chorobotwdrcze, takich jak bakteriocyny, nadtlenek wodoru, aldehyd octowy, kwasy orga-
niczne i inne metabolity. Aktywno$¢ antagonistyczng wykrywa sie w testach laboratoryjnych, np. po-
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przez naniesienie punktowo bakterii potencjalnie probiotycznych na powierzchnie ptytek z pozywka
agarowg pokrytg komorkami bakterii chorobotwdérczych, petnigcych role mikroorganizmu wskazniko-
wego. Pojawienie sie po inkubaciji, stref przejasnien wokét punktu naniesienia testowanych bakterii
fermentacji mlekowej $wiadczy ich aktywnosci w stosunku do bakterii chorobotwérczych. Im wieksza
jest $rednica strefy przejasnienia, tym silniejsza aktywnos$¢ antybakteryjna badanego szczepu w sto-
sunku do stosowanej wskaznikowej bakterii chorobotworczej.

W praktyce do zwalczania bakterii chorobotworczych wykorzystywane sg preparaty zawierajgce
pojedyncze szczepy bakterii probiotycznych lub ich kompozycje. Stosowanie kompozycji wieloszcze-
powych lub wielogatunkowych wymaga jednak standaryzaciji preparatow probiotycznych.

W ostatnich latach pojawity sie komercyjnie wytwarzane preparaty probiotyczne przeznaczone
do ochrony drobiu przed szkodliwym dziataniem E. coli i C. perfringens. W opisie patentowym
CN102373172 do zwalczania chorobotworczych szczepow bakterii E. coli u drobiu i $win uzyto szcze-
pu Enterococcus faecium CGMCC 5058. Mikroorganizm ten stosowano jako dodatek paszowy lub
jako samodzielny produkt. Podanie probiotycznych bakterii powodowato ochrone przed patogenami
i promocje wzrostu zwierzat. Inny szczep tego samego rodzaju, Enterococcus faecalis CCTCC
M2014488, wykorzystywany do zwalczania patogennych bakterii Escherichia coli, Salmonella, Pasteu-
rella multocida, Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus, opisano w CN104774782. Szczep
ten wyizolowano z 20-tygodniowych kurczat. Wykazano, ze cechuje sie on opornoscig na kwasy i sole
z0lciowe. Moze byé¢ przy tym wykorzystany jako system ekspresyjny do produkcji heterologicznych
biatek.

W opisie RU2246537 do zwalczania patogennych bakterii E. coli, Enterobacteria, Staphylococ-
cus, Citrobacter i Aeromonas zastosowano szczep bakterii Bacillus subtilis VKM B-2287. Szczep ten
wyizolowano z gleby i wykorzystano do konstrukcji komercyjnego preparatu o nazwie ,Subtilis +”. Pre-
parat ten reguluje sktad mikroflory jelitowej drobiu i ryb i moze by¢ stosowany zaréwno w celach lecz-
niczych, jak i w profilaktyce.

W znanym rozwigzaniu MX2014012098 do niszczenia chorobotwérczych bakterii E. coli i Clo-
stridium perfringens u drobiu, przezuwaczy, cielgt, $win, koni i ryb wykorzystano probiotyczne szczepy
Z rodzaju Bacillus, a mianowicie B. majovensis DSM 25839, B. amyloliquefaciens DSM 25840, DSM
27032 i B. subtilis DSM 25841, a takze ich mutanty. Bakterie te wprowadzano do paszy lub premiksow
i podawano zwierzetom.

Inny preparat o podobnym antagonistycznym dziataniu wobec enteropatogennych i enterotok-
sygennych E. coli zawierajgcy szczep Lactobacillus casei ATCC PTA-3945. opisano w CA2520178.
Podano, ze moze byé on stosowany w zywieniu kurczat, indykéw, bazantéw, przepiérek i papug,

a takze dla ssakéw i ryb.

W rozwigzaniu znanym z opisu MX2014005754 opisano z kolei preparat probiotyczny dla kur-
czat, indykow i kur niosek, zawierajacy szczep Lactobacillus LA51. Preparat ten hamuje rozwdéj C. coli,
Staphylococcus aureus, Campylobacter jejuni i Salmonella typhimurium o 30%. Podawanie go ptakom
w ilosci 103-101° jtk/ptaka dziennie zwieksza przyrosty masy ciata.

Kompozycje szczepdéw Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum, Bacillus subtilis
i B. licheniformis przedstawiong w opisie CN101368165 zastosowano natomiast do przyspiesze nia
wzrostu, redukcji zawarto$ci otowiu w tuszach drobiowych i wotowych oraz polepszenia strawno-
$ci pasz.

W opisie W0O2015160960 (Al) przedstawiono nastepny probiotyk dla drobiu. Jako aktywnym
skfadnikiem byty endospory 17 szczepdw Bacillus o numerach akcesyjnych z kolekcji NRRL. Probiotyk
ten podawano tgcznie z enzymami z klasy hydrolaz i z nosnikiem.

Inny probiotyk, znany z opisu CN103636923, zawierajgcy Bacillus coagulans dodawano do pa-
szy w ilosci 0,15% w celu polepszenia efektow zywieniowych kur niosek. Biomase komorkowg bedaca
podstawg tego probiotyku pozyskiwano przez hodowle w podiozu statym, w sktad ktérego wchodzity
otreby ryzowe, mgka sojowa i ekstrakt stodowy.

Do polepszenia efektéw zywieniowych zwierzgt hodowlanych zaproponowano tez kompozycje
bakterii Lactobacillus murinus DPC6002, L. pentosus DPC6004, L. salivarius DPC6005 i Pediococcus
pentosaceus DPC6006. Jak podaje US8603461 kompozycja ta wprowadzana do paszy i podawana
zwierzetom w ilosci 3 x 10° jtk/dobe ma dziatanie profilaktyczno-lecznicze.

Kolejny bioaktywny szczep Lactobacillus salivarius L2 (CCTCC M2014614) odkryty przez chin-
skich badaczy, zostat zastosowany do ochrony drobiu przed patogennym szczepem Escherichia coli
(CN104789497). Ten probiotyczny szczep zostat wyizolowany z treéci jelitowej zdrowej kury. Cecho-
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wat sie on opornoscig na ekspozycje 3% soli zolciowych. W opisie KR20090057154 przedstawiono
natomiast nowy szczep Lactobacillus salivarius CPM-7 (KACC 91332P), wyizolowany z katu kurczat,
wykazujgcy wtasciwosci antagonistyczne w stosunku do Escherichia coli.

W rozwigzaniu ujawnionym w opisie CN104363769 (A) przeciwko biegunkom u drobiu, bydia,
trzody i owiec zastosowano probiotyczny szczep Faecalibacterium prausnitzii.

Opisy bakterii probiotycznych dziatajgcych antagonistycznie wobec bakterii Escherichia coli
mozna znalez¢ takze w zgtoszeniach i patentach opublikowanych przez Urzad Patentowy RP. W opi-
sie PL 209987 przedstawiono charakterystyke probiotycznego szczepu Lactobacillus casei
LOCK 0915, zdeponowanego w Kolekcji Czystych Kultur Przemystowych LOCK pod numerem
LOCK 0915 oraz w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekéw pod nume-
rem depozytu 08/01/2012. Szczep ten wykazuje zdolno$é zwalczania patogennych E. coli, S. aureus,
P. aeruginosa, E. faecalis, S. Enteritidis, S. Typhimurium, L. monocytogenes i C. jejuni. Z kolei w opi-
sie PL 209986 (B1) scharakteryzowano inny szczep L. casei £tOCK 0908, ktory wykazuje aktywnosé
wobec E. coli i innych bakterii chorobotwdrczych.

W opisie PL 207930 przedstawiono kompozycje szczepow bakterii probiotycznych z rodzaju
Lactobacillus, Bifidobacterium i Enterococcus stosowanych w celu poprawy zdrowia pséw i kotéw,
ktérych jedng z podstawowych cech byt antagonizm wobec patogennych bakterii E. coli.

Przyktady zwalczania chorobotwérczych E. coli i C. perfringens przez probiotyczne bakterie opi-
sano takze w literaturze naukowe.

Ws&rdd bakterii patogennych najwieksze zagrozenie dla drobiu i zdrowia ludzkiego stanowig
Salmonella, Campylobacter jejuni i Clostridium perfringens (Humphrey i in. 2007, Van Immersed i in.
2004). Probiotyki moga by¢ uzywane do kontroli rozwoju w/w patogenéw i tym samym do normalizaciji
sktadu mikroflory jelitowej. Wyniki wielu badan dowiodly, ze probiotyczne szczepy Lactobacillus redu-
kujg liczbe chorobotwdérczych bakterii, takich jak: Salmonella enteritidis, C. jejuni, Listeria monocyto-
genes, enteropatogenne E. coli, Yersinia enterocolitica i C. perfringens. W konsekwencji tego zmniej-
szajg $miertelnos¢ kilkudniowych brojleréw z powodu martwicy jelit (Schneitz i in. 2003). Waznym
czynnikiem wptywajgcym na skutecznos¢ dziatania preparatéw probiotycznych u drobiu jest sposob
i czas ich podania. Wykazano, ze probiotyki podawane za posrednictwem paszy, w poréwnaniu do
aplikowanych wraz woda, dziatajg lepiej i powodujg wieksze przyrosty masy ciata (Timmerman i in.
2006).

W obszernej pracy Dahiya i in. (2006) oméwiono wspdtczesne strategie stosowane w kontroli
enteritis wywotanych u brojleréw przez C. perfringens. W$rdd zalecanych srodkéw wymieniono probio-
tyki, prebiotyki, kwasy organiczne, enzymy, ekstrakty roslinne przeciwciata z jaj kurzych i bakteriofagi.
Pod wzgledem skutecznosci dziatania na czofo wysuwajg sie probiotyczne bakterie z rodzaju Lacto-
bacillus, Streptococcus, Enterococcus, Bacillus i drozdze z rodzaju Saccharomyces. Pozytywng role
probiotykdéw w zywieniu brojleréw podkres$lajg tez Huyghebaert i in. (2011). Najwazniejsze aspekty
stosowania probiotykdw w przemy$le drobiarskim omowit Kabir (2009). Autor ten przedstawit szeroki
przeglad literaturowy na temat probiotykéw, kryteriéw ich selekcji, mechanizméw dziatania i wykorzy-
stania w zywieniu drobiu, a takze oméwit korzystny wptyw podawania probiotykéw ztozonych z bakterii
fermentacji mlekowej na redukcje chorobotwérczych bakterii E. coli i C. perfringens.

W sktad zadnego z opisanych w literaturze preparatéw probiotycznych nie wchodzg jednak
szczepy bedgce podstawg niniejszego zgtoszenia. Zaden z opisanych w literaturze probiotykdw dla
drobiu, nie wykazuje tez takiej samej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej i wiasciwosci fizykoche-
micznych jak opracowana przez nas kompozycja. W zwigzku z tym Zzaden z dostepnych dotad probio-
tykdw nie dziata w taki sam sposdb.

Probiotyczne szczepy sg pozyskane na drodze izolacji i wielokierunkowego skriningu w stosun-
ku do wybranych gatunkéw/szczepdw bakterii chorobotwérczych, w tym przypadku wobec chorobo-
tworczych szczepdw Escherichia coli i Clostridium perfringens. Mimo oferty tego typu probiotykéw na
rynku ich skutecznos$¢ jest dyskusyjna. Przyczyng tego jest duza naturalna zmienno$¢ genetyczna
bakterii chorobotwérczych i bakterii probiotycznych. Efekt antagonizmu miedzy mikroorganizmami jest
zalezny od opornosci bakterii patogennych na toksyczne dla niego metabolity wytwarzane przez bak-
terie probiotyczne. Wrazliwos¢ ta jest zmienna. Ponadto po diuzszym stosowaniu probiotykéw na da-
nym terenie pojawiajg sie szczepy odporne na biobdjcze czynniki wytwarzane przez dany probiotyk.
Istnie tu petna analogia do uodparniania sie bakterii chorobotwérczych na antybiotyki. Wystepuje
swego rodzaju wyscig biologiczny miedzy patogenami a probiotykami. Oznacza to, ze dla ochrony
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zwierzagt konieczne jest nieustanne poszukiwanie nowych szczepdéw bakterii probiotycznych wykazu-
jacych antagonistyczng aktywnos$¢ wobec patogendw wystepujacych aktualnie na danym terenie.

Dla pozyskania skutecznych szczepdw bakterii probiotycznych konieczne jest prowadzenie
skriningu bakterii probiotycznych wobec patogendéw wystepujgcych w danym momencie na obszarze,
na ktérym ma by¢ przeprowadzana ochrona zwierzat przed tymi patogenami. ldgc za tym tokiem ro-
zumowania przeprowadzono skrining bakterii fermentacji mlekowej wyizolowanych z ferm drobiu
w kierunku ich zdolnosci do zwalczania chorobotwérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostri-
dium perfringens wystepujgcych na teranie Polski i nieoczekiwanie odkryto nowe szczepy bakterii
fermentacji mlekowej zdolne do hamowania wzrostu i niszczenia tych patogenéw.

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej Enterococcus faecium eublD o wiasciwosciach
probiotycznych wedtug wynalazku, zdeponowany pod numerem PKM B/00094, charakteryzuje sie
sekwencjg nukleotydowg regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazang pod pozycjg 1 wykazu
sekwenciji.

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej Weissella paramesenteroides eub2D o wtasciwo-
Sciach probiotycznych wedtug wynalazku, zdeponowany pod numerem PKM B/00100, charakteryzuje
sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazang pod pozycjg 2 wyka-
zu sekwencji nukleotydowych.

Nowy szczep bakterii fermentaciji mlekowej Pediococcus acidilactici eub3D o wtasciwosciach pro-
biotycznych, zdeponowany pod numerem PKM B/00095, charakteryzuje sie sekwencjg nukleotydowg
regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazang pod pozycjg 3 zatgczonego wykazu sekwencji.

Wymienione szczepy zostaty zdeponowane w depozycie patentowym Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw we Wroctawiu.

Korzystnie izolacja bakterii polegata na pobraniu wymazow z dziobdw kurczat oraz probek katu
i $ciofki, a nastepnie namnozeniu zawartych w nich bakterii w pozywce MRS, selektywnie wspomaga-
jacej wzrost bakterii fermentacji 30 mlekowej. Z otrzymanych hodowli izolowano nastepnie pojedyncze
komorki, ktore daty poczatek kolekcji monokultur izolatéw. Nastepnie przeprowadzono procedure skri-
ningowg majgca na celu wytonienie sposréd pozyskanych izolatéw tych, ktdére wykazujg zdolnosc
niszczenia chorobotwérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostridium perfringens.

Korzystnie szczepy chorobotwérczych E. coli i Clostridium perfringens wyizolowano z katu dro-
biu hodowanego na terenie Polski.

Procedura skriningu polegata na wysianiu chorobotwdrczych szczepéw bakterii E. coli i C. per-
fringens na odpowiednie dla nich pozywki umieszczone na ptytkach Petriego, natozeniu na nie komo-
rek badanego izolatu bakteryjnego, wspdlnej inkubacji a nastepnie pomiarze Srednicy stref zahamo-
wania wzrostu wokot punktu, na ktéry natozono komérki izolatu. Strefa przejasnienia oznacza, ze ko-
morki badanego izolatu bakterii mlekowych wykazujg dziatanie antagonistyczne wobec patogenu.
Izolaty te traktowano jako bakterie potencjalnie probiotyczne, czyli takie, ktére mogg by¢ zastosowane
w ochronie zwierzat przed patogenami, wptywajgc korzystnie na dobrostan zwierzat. Kolejnym kro-
kiem w badaniach byta identyfikacja szczepow, ktére wykazaty silne wtadciwosci antagonistyczne
wobec patogennych E. coli i C. perfringens. Korzystnie identyfikacje przynaleznosci gatunkowej izola-
téw oparto gtéwnie na sekwencjonowaniu genu kodujgcego 16S rRNA izolatéw.

Prebiotyk do zwalczania patogennych szczepdw bakterii Escherichia coli u ptakéw hodowla-
nych, zwtaszcza drobiu wedtug wynalazku zawiera nowy szczep bakterii Weissella paramesenteroides
eub2D. Jego posta¢ aplikacyjna zawiera w jednym gramie co najmniej 108 jtk, korzystnie 109-10! jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepéw bakterii Clostridium perfrin-
gens u ptakéw hodowlanych, zwlaszcza drobiu wedtug wynalazku zawiera nowy szczep bakterii Ente-
rococcus faeciumeubl1D i/lub nowy szczep bakterii Weissella paramesenteroides eub2D i/lub nowy
szczep bakterii Pediococcus acidilactici eub3D. Posta¢ aplikacyjna kompozycji zawiera w jednym
gramie co najmniej 108 jtk, korzystnie 109-101! jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepéw bakterii Escherichia coli i Clo-
stridium perfringens u ptakéw hodowlanych, zwtaszcza drobiu wedtug wynalazku zawiera szczepy
bakterii Weissella paramesenteroides eub2D i Enterococcus faecium eublD i/lub Pediococcus acidi-
lactici eub3D. Szczepy wchodzgce w jej sktad mogg byé stosowne jako szczepy alternatywne, wymie-
nialne w danej kompozycji w razie ataku wirusowego. Posta¢ aplikacyjna kompozycji zawiera w jed-
nym gramie co najmniej 108 jtk, korzystnie 10°-10*! jtk.

Zastosowanie kompozycji probiotycznej wedlug wynalazku polega na produkcji preparatu pro-
biotycznego, zawierajgcego nowe szczepy Weissella paramesenteroides eub2D i/lub Enterococcus
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faecium eubl1D i/lub Pediococcus acidilactici eub3D i podawaniu go ptakom w celu ograniczania roz-
woju chorobotworczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostridium perfringens u ptakéw hodow-
lanych, zwtaszcza drobiu. Kompozycja probiotyczna jest podawana ptakom doustnie lub doodbytniczo
w ilo$ci co najmniej 108-10° jtk/kkg masy ciata zwierzecia dziennie, korzystnie 108 jtk/lkg masy ciata
zwierzecia dziennie. Korzystnie, kompozycja probiotyczna jest podawana ptakom doustnie razem
Z paszg i/lub z prefiksami i/lub z dodatkami paszowymi lub w formie specjalnych preparatéw bakteryj-
nych.

Zastosowanie kompozycji do produkcji preparatu do dezynfekcji ciat ptakéw i miejsca ich prze-
bywania wedtug wynalazku polega na dezynfekcji ciat ptakéw i miejsca ich przebywania $rodkami
zawierajgcymi w swoim sktadzie kompozycje i/lub ich metabolity. Metabolitami bakterii probiotycznych
stosowanymi w celach dezynfekcji sg bakteriocyny i/lub kwasy organiczne i/lub nadtlenek wodoru i/lub
aldehyd octowy i/lub D-aminokwasy i/lub kwasy ttuszczowe i/lub caty ptyn pohodowlany bakterii pro-
biotycznych. Korzystnie, kompozycje i/lub metabolity sg stosowane w formie zawiesiny komérkowej
lub w formie utrwalonej.

Wsrdd korzystnych cech bakterii probiotycznych wymienia sie:
a) opornos¢ na niskie pH, gwarantujgca przejscie bakterii przez zotgdek do dalszych odcinkéw
przewodu pokarmowego,
b) opornos¢ na sole zétciowe, gwarantujgca przezycie bakterii w obecnosci sokow trzustkowych,
c) zdolnos¢ adhezji do $cian jelit, zwiekszajgca czas przebywania bakterii probiotycznych

w przewodzie pokarmowych zwierzat.

Aby wykazaé opornosé¢ na niskie pH zbadano ich przezywalnosé¢ w srodowisku o pH 2,0. Wyka-
zano, ze 2 h inkubacje w tych warunkach przezyty szczepy Enterococcus faecium eublD, Weissella
paramesenteroides eub2D i Pediococcus acidilactici eub3D.

Nastepnie przeprowadzono test opornosci na sole zétciowe, polegajacy na 4 h inkubacji pozy-
skanych szczepow w pozywce zawierajgcej 3% dodatek soli zétciowych. Korzystnie wykazano, ze test
ten pozytywnie przeszty szczepy Enterococcus faecium eublD, Weissella paramesenteroides eub2D
i Pediococcus acidilactici eub3D.

Zgodnie z wynalazkiem szczepy bakterii probiotycznych, wchodzgce w sktad kompozycji, mogg
by¢ namnazane w pozywkach ciektych lub poétstatych o sktadzie dostosowanym do wymogow pokar-
mowych kultur bakterii fermentacji mlekowej. Korzystnie w skfad podtoza hodowlanego powinien wejs¢
jeden z mono- lub disacharyddw, organiczne Zrodto azotu zawierajgce aminokwasy i krotkie peptydy,
witaminy i potrzebne sole mineralne. Przyktadowo, odpowiednim podtozem do hodowli probiotycznych
bakterii fermentacji mlekowej jest handlowa pozywka MRS (bulion DeMan-Rogosa-Sharpe), serwatka
podpuszczkowa lub kwasowa, podtoze melasowe. W trakcie hodowli bakterii korzystne jest stabilizo-
wanie pH pozywki do poziomu powyzej 5,0. Hodowle bakterii wchodzgcych w sktad kompozycji pro-
wadzi sie w warunkach beztlenowych lub wzglednie beztlenowych w temperaturze 30-37°C, korzyst-
nie 35-37°C. Po zakonhczeniu hodowli korzystnie jest wydzieli¢ komérki z ciektego poditoza przez wi-
rowanie lub mikrofiltracje i uzyska¢ w ten sposéb koncentrat komorkowy, ktéry nastepnie moze by¢
utrwalany przez zamrozenie lub wysuszenie. W przypadku hodowli bakterii w podtozu pétstatym bak-
terie suszy sie lub zamraza z catym podtozem.

Zgodnie z wynalazkiem, na podstawie wynikéw testow opracowano kompozycje probiotycznych
szczepdw bakterii fermentacji mlekowej, dobierajgc grupy drobnoustrojéw pod katem ich pochodzenia.
Przyktadowo, szczepy wyizolowane z odchoddéw kurczat rzeznych mogg stanowi¢ srodek do ochrony
drobiu przed patogennymi szczepami E. coli i/lub C. perfringens. Korzystnie ochrona tych ptakéw odnosi
sie szczegdlnie do patogennych szczepdw E. coli iflub C. perfringens wystepujgcych na terenie Polski.

Pozyskane szczepy bakterii probiotycznych mogg by¢ wykorzystane jako samodzielne preparaty
lub dodatki do pasz stosowanych w zywieniu kurczat rzeznych, indykéw, bazantéw, perliczek, strusi oraz
innych ptakéw hodowlanych, w tym ozdobnych, a takze do dezynfekg;ji ich ciat i Srodowiska bytowania.

Przyktady zastosowania wynalazku

Przyktad 1.lzolacja i skrining na aktywnos¢ antagonistyczng

Z dziobdw i skory zdrowych kurczat-brojleréw pobrano wymazy, natomiast ze sciotki probki ich
katu. Pobrany materiat zhomogenizowano, a nastepnie rozcienczono metodg rozcienczen dziesiet-
nych i posiano na ptytki Petriego, ktére zalano pozywkg MRS-agar o sktadzie (g/l): agar 20,0 ekstrakt
drozdzowy — 5,0, ekstrakt miesny — 10,0, pepton K — 10,0, glukoza — 20,0 cytrynian amonu — 2,0, fos-
foran dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu 0,1, siarczan manganu — 0,05. Piytki
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inkubowano w warunkach wzglednie beztlenowych w temperaturze 35-37°C przez co najmniej
48 godzin. Po inkubacji sterylng ezg pobrano pojedyncze kolonie i wprowadzono do ciektej pozywki
MRS umieszczonej w probowkach szczelnie zamykanych korkiem. Hodowle izolatéw prowadzono
w temperaturze 35-37°C przez 24h, a nastepnie wykonano z nich preparaty barwione metodg Grama.
Monokultury oznaczono numerami pozwalajgcymi identyfikowaé je pod wzgledem pochodzenia i za-
bezpieczano w cieklym azocie. Utworzono w ten sposoéb bank izolatéw bakterii fermentacji mlekowej
naturalnie bytujgcych w przewodzie pokarmowym brojleréw.

Izolaty badano dalej w kierunku zdolnosci oddziatywania na patogenne szczepy bakterii E. coli
i C. perfringens, ktére wyizolowano samodzielnie z ferm drobiu.

W testach stosowano pie¢ szczepow E. coli wyizolowanych z ré6znych regionow Polski. Na ptyt-
kach Petriego umieszczono podtoze — bulion wzbogacony z dodatkiem 2% glukozy i 1% agaru
uprzednio zaszczepione chorobotwoérczymi szczepami E. coli. Po jego zestaleniu wprowadzano na nie
kolejno po 20pl zawiesiny badanych izolatéw bakteryjnych. Aktywnos¢ kazdego izolatu testowano
wobec pieciu réoznych szczepéw E. coli.

Po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 35-37°C dokonywano pomiaru $rednicy stref przeja-
Snien wokot miejsc naniesienia zawiesiny izolatdw. Na tej podstawie sporzadzono ranking izolatow
0 antagonistycznej aktywnosci wobec testowanych szczepdéw. Aktywnosé w stosunku do wszystkim
badanych szczepdw Escherichia coli wykazat izolat Weissella paramesenteroides eub2D. 1zolat ten
wykorzystano do konstrukcji preparatu probiotycznego.

W analogiczny sposob wykonano test na antagonistyczng aktywnos¢ wyizolowanych szczepéw
wobec patogennych Clostridium perfringens. Do testu uzyto siedmiu szczepéw C. perfrinegns, pozy-
skanych z réznych regionéw Polski. Kazdy z izolatow bakterii fermentacji mlekowej testowano wobec
wszystkich chorobotwérczych szczepow C. perfringens. Bakterie C. perfringens hodowano na ptytkach
Petriego w pozywce RCM-agar (Reinforced Clostridial Medium). W wyniku testu wykazano, ze najsil-
niejszg aktywnoscig antagonistyczng w stosunku do wszystkich testowanych szczepéw C. perfringens
charakteryzowaty sie izolaty Enterococcus faecium eublD, Weissella paramesenteroides eub2D
i Pediococcus acidilactici eub3D.

Przyktad 2.ldentyfikacja izolatow

W wyniku hodowli wgtebnej izolatéw wybranych w przyktadzie 1, pozyskano biomase komaérko-
w3, z ktérej izolowano bakteryjne DNA. Nastepnie przeprowadzano sekwencjonowanie regionu DNA
kodujgcego gen 16S rRNA. Otrzymang sekwencje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za po-
mocg programu BLASTN 2.2.27+ z sekwencjami dostepnymi w bazie National Center of Biotechno-
logy Information (NCB1). Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji genéw 16S rRNA izolatu
okreslono przynaleznos¢ gatunkowg poszczegdlnych izolatow. Wyniki badah zamieszczono w tabeli 1

Tabela 1. Bakterie probiotyczne wykazujgce aktywnosc¢ przeciw 5 chorobotwérczym szczepom Escherichia coli
i Clostridium perfringens

Numer | Pochodzenie | Przynaleznosc Homologia | Numer akcesyjny
izolatu izolatu gatunkowa na do wzorca | w depozycie
podstawie gatunku, | Polskiej Kolekcji
sekwencjonowania % Mikroorganizmdow
16S rRNA we Wroctawiu
eublD kat Enterococcus 99 B/00094
faecium
eub2D kat Weissella 99 B/00100
paramesenteroides
eub3D kat Pediococcus 98 B/00095
acidilactici

Sekwencja 16S rDNA szczepu Enterococcus faecium eubl1lD wskazana pod pozycjg 1 wy-

kazu sekwencji

Sekwencja 16S rDNA szczepu Weissella paramesenteroides eub2D wskazana pod pozycjg 2

wykazu sekwencji

Sekwencja 16S rDNA szczepu Pediococcus acidilactici eub3D wskazana pod pozycjg 3 wy-

kazu sekwencji
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Przyktad 3. Hodowla bakterii

Izolaty bakterii mlekowych wymienione w przyktadzie 2 hodowano w ciektej pozywce o skta-
dzie (g/l): ekstrakt drozdzowy — 5,0, ekstrakt miesny — 8,0, pepton K — 5,0, glukoza — 10,0, cytrynian
amonu - 2,0, fosforan dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu 0,1, siarczan man-
ganu — 0,05. Hodowle prowadzono metodg okresowg w bioreaktorze laboratoryjnym o poj. 30 L. Po-
zywke sterylizowano metodg mikrofiltracji membranowej, a nastepnie zaszczepiano 2% v/v inoculum
o stezeniu komodrek ok. 10° jtk/ml. Hodowle prowadzono w warunkach wzglednie beztlenowych
w temperaturze 37°C, przy pH 6,0, z mieszaniem 100 obr/min. Po uptywie 18 godzin hodowle przery-
wano i oznaczano liczebnos¢ zywych komorek metodag klasycznych posiewdw ilosciowych. W opisa-
nych warunkach uzyskiwano stezenie komoérek powyzej 2 x 10° jtk/ml.

Przyktad 4. Opornosé¢ na niskie pH 5

Hodowle szczepdw otrzymane w przykiadzie 3 odwirowywano, przemywano dwu-krotnie solg fizjo-
logiczna, a nastepnie zawieszano w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 2,0. Stezenie wyjsciowe komorek
w zawiesinie doprowadzano do poziomu ok. 107 jtk/ml. Tak przygotowang zawiesine inkubowano przez
2 godziny w temp. 37°C. Po inkubacji oznaczano liczebno$¢ zywych komoérek w zawiesinie. Oznaczenia
te wykonywano metodg posiewdw ilosciowych. Ustalono, ze ekspozycje na niskie pH przezywaty wszyst-
kie badane szczepy, na co wskazujg wyniki badan zamieszczone w tabeli 2.

Tabela 2. Przezywalnos$¢ bakterii probiotycznych w srodowisku o niskim pH

Badany szczep Poczatkowa Koncowa
liczebnosé liczebnosc
komorek w komorek w
zawiesinie zawiesinie
jtk/ml jtk/ml
Enterococcus faccium eub1D 1,32x10’ 1.02x10°
Weissella paramesenteroides eub2D 1,13x10’ 8.67x10*
Pediococcus acidilactici eub3D 1,08x10’ 1.10x10°

Przyktad 5. Odpornos¢ na sole zotciowe

Zawiesiny komorek bakteryjnych otrzymanych w przyktadzie 3 umieszczano w podtozu zawiera-
jacym 3% soli zotci i inkubowano przez 4 godziny. Jako kryterium oceny wytrzymatosci na dziatanie
soli zétciowych przyjeto wyniki oznaczenia liczebnosci komoérek po ekspozycji. Wyniki te przedstawio-
no w tabeli 3.

Tabela 3. Przezywalnos$¢ bakterii probiotycznych w obecnosci soli zétciowych

Badany szczep Poczatkowa Koficowa

liczebnos¢ liczebnos¢
komorek w komorek w
zawiesinie zawiesinie
jtk/ml jtk/ml

Enterococcus faecium eub1D 2,51x10° 1,99x107

Weissella paramesenteroides eub2D | 3,71x107 2,00x10’

Pediococcus acidilactici eub3D 2.52x107 1,05x10°

Przyktad 6. Probiotyk o aktywnosci przeciw E. coli oraz eksperymenty na zwierzetach po-
twierdzajgce jego dziatanie profilaktyczne

Szczep Weissella paramesenteroides eub2D wykazujgcy aktywnos¢ przeciw patogennym
E. coli hodowano w bioreaktorze w pozywce MRS, pozbawionej ekstraktu miesnego. Hodowle prowa-
dzono przez 22 godziny. Nastepnie ptyn pohodowlany odwirowano w wiréwce przy 5000 g przez
5 min. Uzyskang gestwe komérkowg wymieszano z 5% dodatkiem odttuszczonego mleka w proszku
i 8% dodatkiem trehalozy, a nastepnie wysuszono w suszami rozpytowej. W suszu okreslono liczeb-
nos¢ komérek metodg ptytkowg. Niewielkg prébke wytworzonego preparatu przeznaczono na testy
majgce potwierdzi¢ jego aktywnos$é antagonistyczng wobec patogennych E. coli. W tym celu susz
bakteryjny wprowadzono do pozywki MRS na 20 godzin celem ozywienia zawartych w nim komoérek,
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a nastepnie zaszczepiono nim pozywke MRS w kolbach o poj. 300 ml. Hodowle prowadzono przez
18 godzin w temp. 37°C. Uzyskang kulture wykorzystano do przeprowadzenia testu na aktywnosc
antagonistyczng wobec E. coli, ktéry przeprowadzono jedng ze znanych metod dyfuzyjnych. Testy
dyfuzyjne potwierdzity zdolno$¢é badanego szczepu do antagonistycznego dziatania na patogenne
E. coli.

Pozostaty przygotowany preparat wymieszano z paszg w ilosci 100 g/tone. Paszg tg skar-
miano 3 grupy kurczat rzeznych rasy Ross 500, kazda po 80 ptakéw. Doswiadczenie prowadzono
przez okres 42 dni. Dzienna dawka bakterii probiotycznych podana kurczetom wynosita 10° jtk/kg
paszy. Probe kontrolng stanowita grupa kurczat, ktérej podawano pasze bez dodatku probiotykéw.
Zwierzeta byty hodowane w pomieszczeniach o niskich standardach higienicznych. Wykazano, ze
kurczeta nalezgce do grupy skarmianej paszg z dodatkiem kompozycji probiotycznych nie miaty
biegunek, podczas gdy biegunki byty obserwowane w grupie kontrolnej. Ponadto grupa kontrolna
miafa luzniejszy kat od grupy chronionej probiotykiem, a takze obserwowano odparzenia fap u nie-
ktorych osobnikow .

Analogiczny test przeprowadzono z grupami indykow, strusi i gesi, uzyskujgc podobne obser-
wacje, jak u kurczat.

Przyktad 7. Kompozycje aktywne wobec Clostridium perfringens oraz eksperymenty na
zwierzetach potwierdzajgce ich dziatanie profilaktyczne

Wykonano eksperymenty potwierdzajgce aktywnos¢ antybakteryjng kompozyciji i ich dziatanie
antagonistyczne wobec patogennych szczepow Clostridium perfringens. Eksperymenty zostaty prze-
prowadzone w identyczny sposob jak w przyktadzie 6. W badaniach stosowano nastepujace kompo-
zycje probiotykow:

Kompozycja A: Enterococcus faecium eublD + Weissella paramesenteroides eub2D (1:1)
Kompozycja B: Weissella paramesenteroides eub2D + Pediococcus acidilactici eub3D (3:1)
Kompozycja C: Enterococcus faecium eublD + Weissella paramesenteroides eub2D + Pediococcus
acidilactici eub3D (1:2:2)

Wyniki badanh potwierdzity aktywnos¢ antagonistyczng kompozycji w stosunku do Clostridium
perfringens, niezaleznie od sktadu tych kompozycji, oraz ich aktywnos¢ ochronng w badanych gru-
pach kurczat.

Analogiczne eksperymenty przeprowadzono na grupach bazantéw i perliczek hodowlanych,
uzyskujgc potwierdzenie aktywno$ci przeciwbakteryjnej kompozycji u tych grup ptakow.

Przyktad 8. Testy oceniajgce aktywnos$¢ antagonistyczng i profilaktyczng kompozyciji prze-
znaczonych do zwalczania patogennych E. coli i C. perfringens jednoczesnie

Badania wykonano identycznie jak w przyktadzie 6, stosujgc nastepujgce kompozycje probio-
tyczne:

Kompozycja A: Enterococcus faecium eublD + Weissella paramesenteroides 10 eub2D (1:2)
Kompozycja B: Pediococcus acidilactici eub3D + Weissella paramesenteroides eub2D (1:5)
Kompozycja C: Enterococcus faecium eublD + Weissella paramesenteroides eub2D + Pediococcus
acidilactici eub3D (1:5:2)

Wyniki badan potwierdzity aktywnosci antagonistyczng wszystkich kompozycji wzgledem E. coli
i C. perfringens oraz ich dziatanie ochronne w testach ze zwierzetami.

Przyktad 9. Dezynfekcja

Przeprowadzono hodowle bakterii probiotycznych Weissella paramesenteroides eub2D i Pedio-
coccus acidilactici eub3D w oddzielnych bioreaktorach. Jako medium hodowlane stosowano pozywke
MRS zawierajgcg zwiekszong zawartos¢ glukozy do 25 g/l. Hodowle prowadzono w warunkach bez-
tlenowych w temperaturze 30°C przez 20 godzin. Po tym czasie ptyn pohodowlany odwirowano w celu
usuniecia komoérek i zatezano metodg ultrafiltracji membranowej, a nastepnie przeniesiono go do
zbiornika aplikatora aparatu do dezynfekcji i spryskano nim powierzchnie posadzki w kurniku. Prepa-
rat stosowano w ilosci 20 ml/m? i pozostawiano na dezynfekowanych powierzchniach przez 5 minut.
Dla poréwnania czes$¢ posadzki nie dezynfekowano. Nastepnie pobrano wymazy z powierzchni de-
zynfekowanych i kontrolnych i oznaczono na nich pozostatych liczbe zywych komoérek Escherichia
oraz Clostridium, postepujgc zgodnie z normg PN-EN 13697. Stwierdzono, ze w stosunku do po-
wierzchni niedezynfekowanej liczebnosci zywych komdrek bakterii Escherichia zmniejszyta sie o co
najmniej 10%, a Clostridium o ponad 1068,
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<220>
<221> misc_feature
<222> (21)..(21)

<223> nisa,c, g, ort

<220>
<221> misc_feature
<222> (33)..(33)

<223> nisa,c, g, ort
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

misc_feature
(37)..(37)

nisa,c,g,ort

misc_feature
(42)..(42)

nisa,c,g,ort

misc_feature
(60)..(60)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(67)..(67)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(70)..(70)

nisa,c,g,ort

misc_feature
(T2)..(72)

nisa,c, g, ort
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<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

misc_feature
(74)..(74)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(TNH..(7T7

nisa,c, g, ort

misc_feature
(96)..(96)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(100)..(100)

nisa,c,g,ort

misc_feature
(114)..(114)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(122)..(122)

nisa,c, g, ort
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221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

misc feature
(124)..(124)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(134)..(134)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(138)..(138)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(143)..(143)

nisa,c, g,ort

misc_feature
(145)..(145)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(152)..(152)

nisa,c, g, ort

misc_feature
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<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

(154)..(154)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(165)..(165)

nisa,c, g,ort

misc_feature
(172)..(172)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(174)..(174)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(177)..(177)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(184)..(184)

nisa,c, g,ort

misc_feature

(191)..(191)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

nisa,c, g, ort

misc_feature
(1906)..(1906)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(201)..(20D)

nisa,c, g,ort

misc_feature
(209)..(209)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(211)..(21D)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(220)..(220)

nisa,c, g, ort

misc_feature
(1287)..(1287)

nisa,c, g, ort
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<400> sckwencja 1

taggcggctg getecaaagg ntacctcace ganticnggtl gntacaaact ctegtggtgn 60

gacgggnggn gngnacnagg geccgggaacg lattencegn ggegtggtga teencgatta 120

cnancgattc cggnttentg gangngaatt gnancctgga atcenaactg ananaanctt 180

taanaaatta ncttancctc ncgacttene nactcgttgn acttcccatt ggageacgtg 240

ggtageccag gtcataaggg gatgatgatt tgacgtcate cccaccttee teeggttgte 300

accggcagic ttgetagagt gecaactgaa tgatggeaac taaaataagg giigegetcg 360

ttgcgggact taacccaaca tetcacgaca cgagetgacg acaaccatge accacctgte 420

actttgecee cgaaggggaa getetalele tagagigglc aaaggalgic aagacetggt 480

aaggltcttc gegtigetic gaattaaacc acatgeteca cegettgtge gggecececgt 540

caattccttt gagtttcaac cttgeggteg tactceccca ggeggagtge ttaatgegtt 600

agctgcagea clgaagggeg gaaaccctece aacacttage actcatcgtt tacggegtgg 660

actaccaggg latctaatcee tgtttgetee ccacgetttc gagecteage gtcagttaca 720

gaccagagag ccgecttcge cactggtgtt cctecatata tetacgeatt tcacegetac 780

acatggaaat tccactetee (ctictgeac tcaagletee caglttccaa tgacectcee 840

cggttgagee ggggpctttc acatcagact taagaaacceg cetgegeteg ctttacgeee . 900
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aataaatccg gacaacgctt gccacctacg tattaccgeg getgetggea cgtagttage 960

cglggcettte tggttagata ccgtcaaggg atgaacagtt actetcatee ttgticttet 1020

ctaacaacag agtittacga tccgaaaacc ticticacte acgeggegtt getcggicag 1080

actttcgtee attgecgaag attcectact getgeeteee gtaggagtit gggeegtgte 1140

tcagtcccaa tgtggccgat caccctctca ggteggetat geategtgge ctiggtgage 1200

cgltacctca ccaactaget aatgecaccge ggglecalee alcagegaca cecgaaageg 1260

cctttcaaat caaaaccatg cggtttngat tgttatacgg tattagcacc tgtttccaag 1320

tgttatccec tictgatggg caggttacee acgtgttact caccegtteg ccactectet 1380

ttttccggte gagcaagete cggtggaaaa agaa 1414

<210> 2

<211> 1438

<212> DNA

<213> Weissella paramesenteroides

<220>
<221> misc_feature
<222> (50)..(50)

<223> nisa,c, g, ort
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<400> sekwencja 2

tgcagicgaa cgetttaglce tttaattgat ctgacgagcet tgetetgatn tgattttatc - 60

tgacaaagag tggegaacgg glgagtaaca cgtggglaac ctacctetta geaggggata 120

acatttggaa acaagtgcta ataccgtata ataccaacaa ccgeatggit gttggttgaa 180

agatgglict getatcacta agagatggac cegegglgea ttagetaglt ggtaaggtaa 240

cggcltacca aggcaatgat gecatagecga gitgagagac tgatcggeca caatgggact 300

gagacacggc ccataclcct acgggaggea geaglaggga atcticcaca atgggegcaa 360

gccetgatgga geaacgecge gtgtgtgatg aagggtitcg getcgtaaaa cactgttata 420

agagaagaac ggcactgaga gtaactgttc agtgtgtgac ggtatcttac cagaaaggaa 480

cggctaaata cgtgeccagea geegeggtaa tacgtatgtt ccaagegtta tecggattta 540

itgggcgtaa agcgagegea gacggttatt taagictgaa gtgaaagecec tcagetcaac 600

tgaggaatgg ctitggaaac tggatgactt gagtgcagta gaggaaagtg gaactccatg 660

tgtagecggtg aaatgegtag atatatggaa gaacaccagt ggcgaaggeg getttetgga 720

ctgtaactga cgttgagget cgaaagtgtg ggtagcaaac aggattagat accctggtag 780

tccacaccgt aaacgatgag tgetagatgt tcgagggttt cegeectiga gtgtcgeage 840

taacgcatta agcactecge ctggggagta cgaccgeaag gitgaaacte aaaggaattg 900
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acggggacce geacaagegg tggageatgt ggtitaatic gaagcaacge gaagaacctt 960

accaggtctt gacatccctt getaatecta gaaataggac gttecctteg gggacaaget 1020

gacaggtggt gecatggtigt cgtcagetcg tgtcgtgaga tgtigggtta agicccgecaa 1080

cgagcgeaac ccttattatt agttgecage attcagtigg geactetagt gagactgeeg 1140

glgacaaacc ggaggaaggl gggeatgacg tcaaatcate atgeeectta tgacetggge 1200

tacacacglg ctacaatggc atatacaacg aglcgccaac ccgegagggt gecgetaatct 1260

cttaaagtat gtctcagttc ggattgtagg ctgecaacteg cctacatgaa gteggaatcg 1320

ctagtaatcg cggatcagca cgecgeggtg aatacgttce cgggtettgt acacaccgee 1380

cgtcacacca tgagaptttg taacacccaa ageeggtgpa ptaaccttgt aggageca 1438

<210> 3

<211> 1446

<212> DNA

<213> Pediococcus acidilactici

<220>
<221> misc_ feature
<222> (212).4(212)

<223> nisa,c, g, ort

<220>



PL 233899 B1
<221> misc_feature
<222> (1413)..(1413)
<223> nisa,c, g,ort
<220>
<221> misc_feature
<222> (1416)..(1416)
<223> nisa,c, g, ort
<220>
<221> misc_fcaturc
<222> (1418)..(1418)

<223> nisa,c, g, ort

<400> sekwencja 3

tagacggcta getectaaag gttaccecac cggetttggg tgttacaaac tetcatgglg 60

tgacggeegg tglgtacaag geecgggaac glattcaceg cggeatgetg atccgegatt 120

actagcgaltt ccgacticgl gtaggegagt tgeagectac agtecgaact gagaatggtt 180

ttaagagatt agctaaacct cgeggtttcg cnactegttg taccatccat tgtageacgt 240

glgtagecca ggtcataagg ggcatgatga tttgacgtceg tececacctt cetecggtit 300

gtcaccggea gictcactag agtgeccaac tgaatgetgg caactagtaa taagggttge 360

gctegttgeg ggacttaace caacatctca cgacacgage tgacgacaac catgcaccac 420

ctgtcattet gtccecgaag ggaacgecta atetettagg ttggcagaag atgtcaagac 480

21
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ctgglaaggt tettcgegla geticgaatt aaaccacatg ctecaceget tgtgegggee 540

ccegleaatt cttttgagtt tcaaccttge ggtegtacte ceccaggegg attacttaat 600

gegltagetg cageactgaa gggeggaaac celccaacac tagtaatea tegittacgg 660

catggactac cagggtatct aatcctgttc getacccatg ctttcgagee tcagegtcag 720

ttacagacca gacagccgec ttegecactg gtgttettec atatatctac geatttcace 780

gctacacatg gagttccact gtectettet geactcaagt cteccagttt ccaatgeact 840

tcttcggttg agecgaaggce tttcacatta gacttaaaag accgectgeg ctegetttac 900

gcccaataaa tecggataac gettgecace tacgtattac cgeggetget ggcacgtagt 960

tagccgtgge tttctggtta aataccgtea ctgggtgaac agttactcte acccacgttc 1020

ttctttaaca acagagcttt acgagccgaa acccttcttc actcacgegg cgttgetecca 1080

tcagacttge glecattgtg gaagattcee tactgetgee teecgtagga gietgggecg 1140

tgtctcagle ccaatgtgge cgattacect cteagglegg ctacgeatea tegeettggt 1200

gagcegttac ctcaccaact agctaatgeg cegegggtee atccagaagt gatagecagag 1260

ccatctttta aaagaaaacc aggcggtttt ctetgttata cggtattage atctgtttecc 1320

aggtgttatc ccctgettet gggecaggtta cccacgtgtt actcaccegt cegecactca 1380

cttcgtgtta aaatctcatt cagtgcaage acntentnat caattaacgg aagttegteg 1440

actgca 1446
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Zastrzezenia patentowe

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej Enterococcus faecium eublD o wiasciwosciach
probiotycznych, zdeponowany pod numerem PKM B/00094, o sekwencji nukleotydowej re-
gionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazanej pod pozycjg 1 wykazu sekwenciji.

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej o wiasciwosciach probiotycznych Weissella pa-
ramesenteroides eub2D, zdeponowany pod numerem PKM B/00100, o sekwencji nukleoty-
dowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazanej pod pozycjg 2 wykazu sekwenciji.
Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej o wtasciwosciach probiotycznych Pediococcus
acidilactici eub3D, zdeponowany pod numerem PKM B/00095, o sekwencji nukleotydowej
regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA wskazanej pod pozycjg 3 wykazu sekwenciji.
Prebiotyk do zwalczania patogennych szczepéw bakterii Escherichia coli u ptakéw hodowla-
nych, zwtaszcza drobiu, znamienny tym, ze w jego sktad wchodzi nowy szczep bakterii We-
issella paramesenteroides eub2D jak okreslono w zastrz. 2.

Prebiotyk wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze jego posta¢ aplikacyjna zawiera w jednym
gramie co najmniej 106 jtk, korzystnie 109-1011 jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepoéw bakterii Clostridium perfrin-
gens u ptakéow hodowlanych, zwtaszcza drobiu, znamienna tym, ze zawiera nowy szczep
bakterii Enterococcus faecium eublD jak okreslono w zastrz. 1 i/lub nowy szczep bakterii
Weissella paramesenteroides eub2D jak okreslono w zastrz. 2 i/lub nowy szczep bakterii
Pediococcus acidilactici eub3 D jak okreslono w zastrz. 3.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepdw bakterii Escherichia coli
i Clostridium perfringens u ptakéw hodowlanych, zwtaszcza drobiu, znamienna tym, ze za-
wiera szczepy bakterii Weissella paramesenteroides eub2D jak okreslono w zastrz. 2 i Ente-
rococcus faecium eublD jak okreslono w zastrz. 1 i/lub Pediococcus acidilactici eub3D jak
okreslono w zastrz. 3.

Kompozycja wedlug zastrz. 7, znamienna tym, ze szczepy wchodzgce w jej sktad mogg by¢
stosowne jako szczepy alternatywne, wymienialne w danej kompozycji w razie ataku wiru-
sowego.

Kompozycja wedtug zastrz. 7 albo 8, znamienna tym, Ze jej postaé aplikacyjna zawiera
w jednym gramie co najmniej 108 jtk, korzystnie 109-1021 jtk.

Zastosowanie kompozycji jak okredlono w zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 do produkcji prepa-
ratu probiotycznego w celu ograniczania rozwoju chorobotwérczych szczepdéw bakterii
Escherichia coli i Clostridium perfringens u ptakéw hodowlanych, zwtaszcza drobiu.
Zastosowanie wedtug zastrz. 10, znamienne tym, ze kompozycja probiotyczna wedtug za-
strz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 jest podawana ptakom doustnie lub doodbytniczo w ilosci co
najmniej 108-10° jtk/kg masy ciata zwierzecia dziennie, korzystnie 108 jtk/kkg masy ciata
zwierzecia dziennie.

Zastosowanie wedtug zastrz. 11, znamienne tym, ze kompozycja probiotyczna wedtug za-
strz. 7 albo 8 albo 9 jest podawana ptakom doustnie razem z paszg i/lub z prefiksami i/lub
z dodatkami paszowymi lub w formie specjalnych preparatéw bakteryjnych.

Zastosowanie kompozyciji jak okreslono w zastrz. 7 albo 8 albo 9 do produkcji preparatu do
dezynfekciji ciat ptakdéw i miejsca ich przebywania, znamienne tym, Zze ciata ptakéw i miej-
sca ich przebywania dezynfekuje sie sSrodkami zawierajgcymi w swoim sktadzie kompozycje
wedtug zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 i/lub ich metabolity.

Zastosowanie wedtug zastrz. 13, znamienne tym, ze metabolitami bakterii probiotycznych
stosowanymi w celach dezynfekcji sg bakteriocyny i/lub kwasy organiczne i/lub nadtlenek
wodoru i/lub aldehyd octowy i/lub D-aminokwasy i/lub kwasy ttuszczowe i/lub caty ptyn po-
hodowlany bakterii probiotycznych.

Zastosowanie wediug zastrz. 13, znamienne tym, ze kompozycje i/lub metabolity sg stoso-
wane w formie zawiesiny komérkowej lub w formie utrwalone;.
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