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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest szczep bakterii mlekowych Lactobacillus plantarum o wiasciwo-
Sciach probiotycznych.

Specyficzna i kontrolowana pozytywna regulacja sktadu mikroflory jelitowej ludzi i zwierzat mo-
ze by¢ osiggnieta na drodze probiozy czyli spozywania preparatow lub produktéw zywnosciowych
(lub paszowych dla zwierzgt) zawierajgcych zywe bakterie, gtéwnie z rodzaju Lactobacillus. Dlatego
tez producenci zywnosci i pasz, a takze przemyst farmaceutyczny zainteresowani sg pozyskiwaniem
nowych szczepéw tych bakterii 0 udokumentowanych wiasciwosciach probiotycznych.

Dotychczas znane sg szczepy bakterii Lactobacillus o wlasciwosciach probiotycznych jak
L. acidophilus NCFM, L. acidophilus DDS-1, L. acidophilus SBT-2062, L. acidophilus R0011, L. rha-
mnosus R0052, L. acidophilus LA-1, L. paracasei CRL-431, L. casei Shirota, L. casei DN-114001,
L fermentum RC-14, L. rhamnosus GR-1, L. johnsonii La-1, L. plantarum 299V, L. rhamnosus 271,
L. reuteri SD2112, L. rhamnosus GG, L. rhamnosus LB21, L. salivarius UCC118, L. acidophilus LB,
L. paracasei F19, L. casei tOCK 0900, L. casei LtOCK 0908, . paracasei LtOCK 0919, L. brevis tOCK
0944, L. paracesei LtOCK 0920.

Wynalazek dotyczy nowego szczepu bakterii mlekowych z rodzaju Lactobacillus o wtasciwo-
Sciach probiotycznych, ktéry oznaczono symbolem LOCK 0860 i ktéry zdeponowano pod
nr 11/04/2012 w Zaktadzie Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekoéw z siedzibg w War-
szawie. Szczep stanowi Gram—dodatnia pateczka, nieruchliwa, nie przetrwalnikujgca. Szczep ten wy-
kazuje 99,9% homologii do gatunku Lactobacillus plantarum, co stwierdzono na podstawie wynikéw testéw
fermentacyjnych APl 50CHL. Sekwencje nukleotydowg regionu DNA kodujacego gen 16S rRNA nowego
szczepu, ktéra okresla przynaleznos¢ gatunkowa szczepu, przedstawiono na koncu opisu.

W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu Lactobacillus plantarum
LOCK 0860 zsekwencjonowano region DNA kodujgcy gen 16S rRNA o dlugosci 1339 pz. Otrzymang
sekwencje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za pomocg programu BLASTN 2.2.27+ z se-
kwencjami dostepnymi w bazie National Center of Biotechnology Information (NCBI). Poréwnanie
sekwencji nukleotydowej genu 16S rRNA nowego szczepu Lactobacillus plantarum 0860 z sekwencjg
szczepu referencyjnego Lactobacillus plantarum NBRC101977 przedstawiono na koncu opisu. Na
podstawie tego poréwnania stwierdzono podobienstwo nowego szczepu bakterii do gatunku Lactoba-
cillus plantarum z prawdopodobienstwem 99,3%.

Szczep ten wykazuje 99,9% homologii do gatunku Lactobacillus plantarum, co stwierdzono na
podstawie wynikow testow fermentacyjnych APl 50CHL.

Nowy szczep otrzymuje sie w wyniku hodowli na podtozu Rogosa (Difco) o sktadzie w g/l: pep-
ton 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 postaci kremowych, owalnych kolonii,
o gtadkiej powierzchni i regularnych brzegach, o srednicy okoto 1 mm. Natomiast w podfozu ptynnym
MRS (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, nowy szczep
bakterii ro$nie tworzac jednorodne zmetnienie pozywki. W obrazie mikroskopowym bakterie majg
ksztatt krotkich, prostych, zgrubiatych pateczek. Pateczki nie wytwarzajg przetrwalnikdw. Szczep ro-
Snie w temperaturach 15 — 45°C, natomiast optymalna temperatura wzrostu szczepu wynosi 37°C. Do
wzrostu preferuje srodowisko wzbogacone w 5% (v/v) CO,. Szczep nie wytwarza katalazy. Wybarwia
sie na Gram (+).

Cechy fizjologiczne i biochemiczne szczepu LOCK 0860

Test API 50 CHL wykazat, ze szczep jest zdolny do fermentacji nastepujgcych sacharyddw i ich
pochodnych: rybozy, galaktozy, glukozy, fruktozy, mannozy, ramnozy, mannitolu, N-acetylo-
glukozoaminy, amygdaliny, arbutyny, esculiny, salicyny, celobiozy, maltozy, laktozy, melibiozy, sacha-
rozy, trehalozy, melecytozy, skrobi, gencjobiozy, D-tagatozy, glukonianu.

Wyniki testu APl ZYM wskazujg, ze szczep wykazuje aktywnos¢ nastepujacych enzymow: este-
razy, B-galaktozydazy, o-glukozydazy, B-glukozydazy, N-acetylo-B-glukozaminidazy, kwasnej fosfata-
zy, fosfohydrolazy naftylo-AS-BI, arylamidazy leucyny, arylamidazy waliny, arylamidazy cystyny.

Ponadto stwierdzono, ze szczep nie wytwarza siarkowodoru, ani amoniaku z argininy, nie wy-
kazuje zdolnosci rozktadu H,0,.
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Cechy probiotyczne szczepu LOCK 0860

Szczep spetnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwierdzono wyniku badan
in vitro wykonanych wedtug procedur zalecanych przez FAO/WHO. Nowy szczep wykazuje odpornosé
na niskie pH (kwasowos$¢ soku zotgdkowego) w zakresie pH od 2,5 do 3,5. W pH 3,5 przezywalnosé
po 60 minutach wynosi 2,0, x 10° jtk/ml, a po 180 minutach 1,0 x 10° jtk/ml, przy poziomie wyjsciowy
3,7 x 10° jtk/ml. Natomiast w pH 2,5 po 60 minutach przezywa 7,2 x 10’ jtk/ml, a po 180 minutach
1,1 x 10* jtk/ml, przy poziomie wyj$ciowym 3,7 x 10° jtk/ml.

Wykazuje odpornosc¢ na sole zotci w stezeniach 2%, 4%, 6% w czasie do 48 godzin. Po 48 go-
dzinach inkubacji w obecnosci 2% zotci przezywalnos¢ szczepu wynosi 5,5 x 10° jtk/ml, przy stezeniu
Z6tci 4% wynosi 5,0 x 10° jtk/ml, natomiast przy stezeniu 6% przezywa 3,9 x 10° jtk/ml, przy wyjcio-
wym poziomie bakterii rzedu 3,7 x 10° jtk/ml.

Wykazuje opornos¢ w stosunku do nastepujgcych antybiotykéw i chemioterapeutykéw o dziata-
niu przeciwbakteryjnym: penicyliny, amoksycyliny, doksycykliny, oksytetracykliny, tetracykliny, erytro-
mycyny.

Charakteryzuje sie stabym przyleganiem do linii komérkowych Caco-2 oznaczong jako (+). Ad-
herencje okreslano pétilosciowo przyjmujgc nastepujgce kryteria (-) brak przylegania, (+) pojedyncze
komorki bakterii w caltym preparacie, (++) pojedyncze komorki bakterii w poszczegdlnych polach
widzenia, liczne w preparacie, (+++) liczne bakterie w poszczegoélnych polach widzenia.

Wykazuje aktywno$¢ antagonistyczng w stosunku do bakterii patogennych przenoszonych dro-
gg pokarmowa, jak Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis, Salmonella Enteritidis, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli.

Posiada niewielkg aktywnos¢ fekalng. Sposréd trzech enzymow: B-glukozydazy, B-gluku-
ronidazy i ureazy aktywna jest tylko p-glukozydaza.

Cechy biotechnologiczne szczepu £OCK 0860

Cechy biotechnologiczne szczepu okreslono w mleku. Szczep osiggnat faze stacjonarng po
25 godzinach hodowli w mleku, a plon komérek wynosit 7,2 x 108 jtk/ml. Czas trwania fazy adaptacyj-
nej wynosit 2 godziny.

Maksymalna warto$¢ wiasciwej szybkosci wzrostu szczepu wynosita 0,55 h' a produktywnosé
hodowli 0,3 x 10°.

Szczep w poczgtkowym etapie fazy stacjonarnej osiggngt kwasowos¢ wynoszacg 40° SH, gwa-
rantujgcg czysto kwasny smak produktu. Specyficzna aktywno$¢ kwaszaca wyrazona w °SH na jed-
nostke tworzgca kolonie w fazie stacjonarnej wzrostu wynosita dla szczepu 4,4° SH/M0® jtk.

Szczep charakteryzuje sie aktywnoscig B-galaktozydazy na poziomie 0,35 J, przy czym jed-
nostka aktywnosci J jest definiowana jako ilos¢ umoli ONP uwolnionych w czasie 1 minuty przez 1 mg
suchej masy bakterii.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady.

Przyktad I

Szczep hodowano na podiozu ptynnym MRS o sktadzie w g/l: ekstrakt drozdzowy — 4,0, eks-
trakt 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 — siarczan magnezu 7-wodny — 0,20, siarczan
magnezu 4-wodny — 0,05, w temperaturze 37°C, w $srodowisku wzbogaconym w CO, (5% v/v). Po
24 godzinach hodowli wyhodowane komérki oddzielono od podtoza na wstrzgsarce uzyskujgc gestosc
8,5 x 10° komorek/ml. Tak otrzymang zawiesine bakterii umieszczono w srodowisku o pH 3.0 i w tem-
peraturze 37°C. Po 180 minutach przezyto 93,1 komérek.

Przyktad I

Przygotowano liofilizowane mieszanki szczepu zawierajgce 10% mleko odttuszczone, na nosni-
ku weglowodanowym o sktadzie: hydrolizat skrobiowy MD 12,5 g/l, hydrolizat kazeiny 20 g/l, laktitol
0,4 g/l, sacharoza 2 g/l. Trwato$¢ liofilizowanych preparatéw oceniano w warunkach chtodniczych
(4-5°C) oraz w temperaturze pokojowej (25°C) w trakcie 4 miesiecy przechowywania. Temperatura
chtodnicza zapewnia wiekszg stabilnos¢ i trwatos¢ liofilizowanych preparatéw niezaleznie od czynnika
ochronnego. Przechowywanie preparatu bakterii suszonego sublimacyjnie z mlekiem jako medium
ochronnym przez 4 miesigce 5 spowodowato obnizenie liczby zywych komorek o 6,2% dla temperatu-
ry chtodniczej i o 13,0% dla temperatury pokojowe;.

Wykaz sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA nowego szczepu
Lactobacillus plantarum LOCK 0860, ktéra okresla przynaleznosé¢ gatunkowg szczepu:
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W ktérej: a — oznacza adenine,

Poréwnanie sekwencji nukleotydowej genu 16S rRNA nowego szczepu Lactobacillus plantarum

GCGGCGTGCC
CTTGCATCAT
TGGGAAACCT
ACCGCATAAC
CTATCACTTT
GGCTCACCAT
ATTGGGACTG
TCTTCCACAA
AGGGTTTCGG
TAACTGTTCA
GTGCCAGCAG
TGGGCGTAAA
CGGCTCAACC
AGGACAGTGG
GAACACCAGT
CGAAAGTATG
AAACGATGAA
ACGCATTAAG
AGGAATTGAC
AGCTACGCGA
GATTAGACGT
TCAGCTCGTG
TTATTATCAG
GACAAACCGG
ACCTGGGCTA
GCGAGAGTAA
GCAACTCGCC

NBRC101977:
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TAATACATGC AAGTCGAACG AACTCTGGTA TTGATTGGTG
GATTTACATT TGAGTGAGTG GGGAACTGGT GAGTAACACG
GCCCAGAAGC GGGGGATAAC ACCTGGAAAC AGATGCTAAT
AACTTGGACC GCATGGTCCG AGTTTGAAAG ATGGCTTCGG
TGGATGGTCC CGCGGCGTAT TAGCTAGATG GTGGGGTAAC
GGCAATGATA CGTAGCCGAC CTGAGAGGGT AATCGGCCAC
AGACACGGCC CAAACTCCTA CGGGAGGCAG CAGTAGGGAA
TGGACGAAAG TCTGATGGAG CAACGCCGCG TGAGTGAAGA
CTCGTAAAAC TCTGTTGTTA AAGAAGAACA TATCTGAAAA
GGTATTGACG GTATTTAACC AGAAAGCCAC GGCTAACTAC
CCGCGGTAAT ACGTAGGTGG CAAGCGTTGT CCGGATTTAT
GCGAGCGCAG GCGGTTTTTT AAGTCTGATG TGAAAGCCTT
GAAGRAGTGC ATCGGAAACT GGGAAACTTG AGTGCAGAAG
AACTCCATGT GTTAGCGGTG AAATGCGTAG ATATATGGAA
GGCGAAGGCG GCTGTCTGGT CTGTAACTGA CGCTGAGGCT
GGTAGCAAAC AGGATTAGAT ACCCTGGTAG TCCATACCGT
TGCTRAGTGT TGGAGGGTTT CCGCCCTTCA GTGGCAGCTA
CATTCCGCCT GGGGAGTACG GCCGCAAGGC TGAAACTCAA
GGGGGCCCGC ACAAGCGGTG GAGCATGTGG TTTAATTCGA
AGAACCTTAC CAGGTCTTGA CATACTATGC AAATCTAAGA
TCCCTTCGGG GACATGGATA CAGGTGGTGC ATGGTTGTCG
TCGTGAGATG TTGGGTTAAG TCCCGCAAAG AGCGCACCCC
TTGCCAGCAT TAAGTTGGGC ACTCTGGTGA GACTGCCGGT
AGGAAGGTGG GGATGACGTC AAATCATCAT GCCCCTTATG
CACACGTGCT ACAATGGATG GTACAACGAG TTGCGAACTC
GCTAATCTCT TAAAGCCATT CTCAGTTCGG ATTGTAGGCT
TACATGAAGT CGGAATCGCT AGTAATCGC

g — guanine,

¢ — cytozyne, t —tymine.
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1 50
GACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAACTCTGGT
----------- GCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGRACGAACTCTGGT
51 100
ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGRGAACTGG
ATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGGAACTGG
101 150
TGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAARCACCTGGAAA
TGAGTAACACGTGGGARACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAA
151 200
CAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA
CAGATGCTAATACCGCATAACAACTTGGACCGCATGGTCCGAGTTTGAAA
201 250
GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGAT
GATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGAT
251 300
GGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGG
GGTGGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGG
301 350
TAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
TAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCA
351 400
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGC
GCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGARAGTCTGATGGAGCAACGCCGC
401 450
GTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAARACTCTGTTGTTARAGAAGAAC
GTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAAC
451 500
ATATCTG. TAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCA
ATATCTG. TAACTGTTCAGGTATTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCA
501 550
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTG
551 600
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT
TCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGAT
601 650
GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
GTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAARGTGCATCGGAAACTGGGAAACTT
651 700
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTRAGCGGTGAAATGCGTA
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTA
701 750
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
GATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTG
751 800
ACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
ACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
801 850
GTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
GTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC
851 900
AGT CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
AGT CAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAA
901 950
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
GGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATG
951 1000
TGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTA
TGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTA
1001 1050
TGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGG
TGCAAATCTAAGAGATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGG
1051 1100
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
TGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA
1101 1150

AGCGC, CCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGG

AGCGC CCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGG



6 PL 221 959 B1

1151 1200

Lb. plantarum NBRC101977 (1150) TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCAT
Lb. plantarum 0860 (1138) TGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCARATCAT
1201 1250
Lb. plantarum NBRC101977 (1200) CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAC
Lb. plantarum 0860 (1188) CATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAC
1251 1300
Lb. plantarum NBRC101977 (1250) GAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
Lb. plantarum 0860 (1238) GAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTT
1301 1350
Lb. plantarum NBRC101977 (1300) CGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
Lb. plantarum 0860 ({1288) CGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATC
1351
Lb. plantarum NBRC101977 (1350) GC
Lb. plantarum 0860 (1338) GC

Zastrzezenie patentowe

Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus plantarum LOCK 0860 o wtasciwosciach probiotycz-
nych — 11/04/2012.

Departament Wydawnictw UPRP
Cena 2,46 zt (w tym 23% VAT)
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