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Szczep bakterii mlekowych Lactobacillus reuteri

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep bakterii mlekowych Lactobacillus
reuteri, o wlasciwosciach probiotycznych.

Preparaty probiotyczne podawane zwierzgtom hodowlanym w paszy lub zaapli-
kowane oralnie, wplywaja korzystnie na ich wzrost, poprzez stymulujace oddzialty
wanie na przewod pokarmowy i procesy w nim zachodzace. Odpowiednio dobrane
bakterie probiotyczne determinujg przyswajanie paszy, petnigc jednoczesnie role
regulatora rownowagi mikroorganizméw przewodu pokarmowego zwierzat. Efekty
dzialania preparatéw probiotycznych zblizone sg do efektéw uzyskanych w wyniku
zastosowania antybiotykow paszowych, bowiem jedne i drugie redukuja liczbg bak-
terii patogennych, jednak sposéb ich dzialania jest r6zny. Probiotyki nie powoduja
zadnych skutkéw ubocznych i nie implikuja odkladania si¢ szkodliwych substancji
obcych, stad nie maja okresu karencji i nie ma niebezpieczenstwa ich przedawkowa-
nia. Z punktu widzenia konsumenta i producenta zywnosci, wazne jest rowniez,
ze stosowanie probiotykéw dzieki mozliwosci obnizania, a nawet calkowitej elimi-
nacji koniecznosci stosowania antybiotykdw, jest sposobem otrzymywania bezpiecz-
nej Zywnosci.

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

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

Szczep LOCK 1092 wyizolowano z treéci jelitowej prosiat.

Szczep LEOCK 1092 jest to Gram-dodatnia paleczka, nieruchliwa, nie przetrwalniku-
jaca. Jest szczepem o wlasciwosciach probiotycznych, stanowigcym homolog bakte-
rii z gatunku Lactobacillus reuteri o sekwencji nukleotydowej regionu DNA koduja

cego gen 16S rRNA przedstawionej na koncu opisu.
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W celu okreslenia przynaleznosci gatunkowej nowego szczepu Lactobacillus reuteri
1OCK 1092 zsekwencjonowano region DNA kodujacy gen 16S rRNA o dlugosci
1379 pz. Otrzymang sekwencje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano za pomo-
ca programu BLASTN 2.6.0+ z sekwencjami dostgpnymi w bazie National Center of
Biotechnology Information (NCBI) oraz programie DNA Baser v4.36.0. Na podsta-
wie poréwnania sekwencji nukleotydowych genéw 16S rRNA bakterii z gatunku
Lactobacillus reuteri JCM 1112 stwierdzono podobienstwo nowego szczepu bakterii
do gatunku Lactobacillus reuteri z prawdopodobienistwem 99,71%.
Nowy szczep LOCK 1092 hoduje si¢ na podlozu Rogosa stanowigcym wybidrcze
medium przeznaczone do hodowli bakterii z rodzaju Lactobacillus sp., przejrzystym,
o barwie z6lto-brazowej, o skladzie w g/l: pepton kazeinowy - 10,0, ekstrakt droz-
dzowy - 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 II —
0,034, siarczan manganu — 0,12, agar — 15,0, o pH 5-6, korzystnie 5,5, w temperatu-
rze 15-45°C, korzystnie 37 C w czasie 48 godzin. W podlozu tym szczep rosnie
w postaci biato-kremowych, okragtych kolonii, o gtadkiej powierzchni i regularnych
brzegach, o srednicy okoto 1-2 mm.
Szczep LOCK 1091 hoduje si¢ takze na podlozu ptynnym MRS, stanowigcym mody-
fikacj¢ podtoza Rogosa, o skladzie w g/l: ekstrakt drozdzowy — 4,0, ekstrakt migsny
— 10,0, pepton z kazeiny — 10,0, D(+)glukoza — 20,0, Tween 80 — 1,0, wodorocytry-
nian amonu - 2,0, fosforan d'wupotasowy — 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 tem-
peraturze 15—45°C, korzystnie 37 C w czasie 48 godzin. W podlozu tym szczep ro-
$nie tworzac jednorodne zmetnienie pozywki.
Do wzrostu szczep preferuje srodowisko wzbogacone w 5% (v/v) CO,. Roénie jed-
nak zaréwno w warunkach tlenowych, jak i wzglednie beztlenowych.
Cechy morfologiczne szczepu LOCK 1092

W obrazie mikroskopowym bakterie majg ksztatt krotkich, prostych paleczek o diu-
gosci 4-5 um i o szerokosci do 1 pm. Pateczki nie wytwarzaja przetrwalnikow.

Cechy fizjologiczne i biochemiczne szczepu LOCK 1092

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

().
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Badanie metabolizmu glukozy w warunkach tlenowych i beztlenowych na pozywce
Hugh-Leifsona w wysokich stupach wykazato, ze szczep LOCK 1092 jest zdolny do
rozkladu glukozy zar6wno w obecnosci tlenu, jak i w warunkach beztlenowych, czyli
na drodze fermentacji.
Zgodnie z testem API 50 CHL szczep LOCK 1092 jest zdolny do fermentacji sacha-
rydéw i ich pochodnych, jak ryboza, ksyloza, galaktoza, glukoza, maltoza, laktoza,
melibioza, sacharoza, rafinoza.
Szczep LOCK 1092 charakteryzuje si¢ metabolizmem wzglednie heterofermenta-
tywnym. Glukoze fermentuje z wytworzeniem kwasu mlekowego w ilosci 10,79
umol/ml, kwasu octowego (4,04 pmol/ml), kwasu mastowego (0,47 umol/ml), alde-
hydu octowego (0,08 pmol/ml) i etanolu (0,15 pmol/ml).
Test API ZYM wykazal, iz szczep LOCK 1092 wykazuje aktywno$¢ nastepujacych
enzymoOw: fosfatazy alkalicznej, esterazy, a-galaktozydazy, B-galaktozydazy, a-
glukozydazy, B-glukozydazy, kwasnej fosfatazy, fosfoamidazy, arylamidazy leucy-
ny, arylamidazy waliny, arylamidazy cystyny.
Ponadto stwierdzono, ze szczep LOCK 1092 nie wytwarza siarkowodoru, ani amo-
niaku z argininy, nie wykazuje zdolnosci rozkladu H,0,.

Zdolnos$é do wykorzystywania prebiotykéw szezepu LOCK 1092

Szczep LOCK 1092 jest zdoiny do wzrostu w podtozu zawierajacym jako jedyne
zrédto wegla prebiotyki, jak skrobia, B-glukan, maltodekstryna, inulina, pektyna,
jednak wzrost jest zroznicowany i zalezny od rodzaju i stezenia sacharydu. Najlep-
szym zrédlem wegla jest inulina w stezeniu 2%. Poréwnujgc natomiast wzrost
szczepu LOCK 1092 w obecnosci prebiotykow ze wzrostem w obecnoscei glukozy
(proba odniesienia) stwierdzono, ze w przypadku wszystkich przebadanych prebio-
tykow wzrost jest lepszy, co obrazuje wykres 1 przedstawiony na rysunku.
Roéwniez w wyniku fermentacji inuliny szczep L.OCK 1092 wytwarza najwyzsze
ilosci kwasu mlekowego, przy najwyzszym udziale kwasu L(+) mlekowego wyno-
szacym 88%. Oprocz kwasu mlekowego produktami fermentacji prebiotykéw (skro-
bi, B-glukanu, maltodekstryny, inuliny i pektyny) sa kwas octowy, kwas mastowy,
aldehyd octowy i etanol.
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Cechy probiotyczne szczepu szczepu LOCK 1092

Szczep LOCK 1092 spelnia kryteria stawiane bakteriom probiotycznym, co stwier-
dzono w wyniku badan in vitro wykonanych wedlug procedur zalecanych przez
FAO/WHO.

Nowy szczep wykazuje wysoka odpornos¢ na niskie pH (kwasowos$¢ soku zotadko-
wego) w zakresie pH od 2,0 do 3,0.

Szczep LOCK 1092 wykazuje rowniez wysoka odpornosé na sole zélci w stezeniach
1% i 2% w czasie do 4 godzin.

Szczep EOCK 1092 wykazuje opornos$¢ w stosunku do antybiotykdéw najczesciej
stosowanych u zwierzat hodowlanych, jak penicylina, kanamycyna, amoksycylina,
doksycyklina, erytromycyna, tetracyklina.

Szczep ten wykazuje rdwniez opornos¢ w stosunku do kokcydiostatykow, takich jak
diclazuril, decoquinat, narazyna-nikrabazyn.

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

Szczep LOCK 1092 posiada niewielkg aktywnos¢ fekalng. Sposrod trzech enzymow:
B-glukozydazy, B-glukuronidazy i ureazy aktywna jest tylko -glukozydaza.

Szczep wykazuje takze zdolnosci detoksyfikacyjne mykotoksyn, jak aflatoksyny By,
ochratoksyny A, fumonizyny, toksyny T-2, zearalenonu, deoksyniwalenolu, ktore
najczgsciej moga stanowié zanieczyszczenie zboz i pasz dla zwierzat.

Cechy biotechnologiczne szczepu LOCK 1092

Cechy biotechnologiczne szczepu LOCK 1092 okreslono w trzech pozywkach fer-

mentacyjnych (mieszankach paszowych (P1, P2 i P3) o nast¢pujacym sktadzie zmie-
lonych ziaren: pasza P1 - 50% pszenicy, 30% jeczmienia i 20% kukurydzy, pasza P2
- 40% pszenicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% zyta, pasza P3 - 40% psze-
nicy, 30% jeczmienia, 20% kukurydzy i 10% soi. Kompozycj¢ pozywek fermenta-
cyjnych ustalono na bazie ziaren stosowanych w zywieniu zwierzat monogastrycz-
nych. Mieszanki paszowe roztworzono w wodzie w proporcjach: 1:1,0; 1:1,5; 1:2,0.
Pozywki fermentacyjne zaszczepiono zawiesing bakterii w ilosci 10 jtk/ml. Dyna-

mike wzrostu w pozywkach fermentacyjnych (jtk/g paszy) oznaczono w 4, 8, 12, 16,
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24 1 30 godzinie hodowli, a probg odniesienia byla hodowla w pozywce MRS (jtk/ml

pozywki). Dynamike wzrostu przedstawiono w postaci wykresu 2 na rysunku, za$

plon biomasy oraz produktywnos$¢ hodowli w ponizszej tablicy.

Tablica.

Plop kom‘(')rek grgsl?/ll((tgy:\l/:.los'é v\c’z{f(f:tira szybkos¢ Faza adaptacyjna
Sacaep |1 OS] figpnl ] -

Pozywka fermentacyjna

Pl P2 P3 Pl P2 P3 |PI P2 P3 |PI P2 P3
Lb.
e | vl Do | U s Lie|0ds o016 021 842 580 418
1092
Pozywka kontrolna MRS
Lb.
;f(’)‘glr(’ 1,95x10° 6,48x10" 0,09 0,95
1092

Okazalo sig¢, ze dynamika wzrostu oraz plon biomasy s3 uzaleznione od sktadu po-

zywki fermentacyjnej i najwyzsze wartosci, w odniesieniu do podloza kontrolnego

MRS, otrzymano dla hodowli w pozywce fermentacyjnej P2. Plon komoérek w tej

pozywce wynosit 3,13x10'? jtk/g, a produktywnosé szczepu wzrosta do poziomu

1,04x10" jtk/kgxh. Stwierdzono ponadto, ze optymalng pozywka dla wzrostu szcze-

pu LOCK 1092 jest pozywka o stosunku zmielonych ziaren (maki) do wody 1:1,5.

W tych warunkach bakteria osigga najwyzszy przyrost biomasy, réwniez produk-

tywno$¢ jest wyzsza w poréwnaniu do proporcji maki do wody 1:1,0 oraz 1:2,0.

Szczep LOCK 1092 wykazuje takze trwalos¢ przechowalniczg w postaci liofilizatu

w warunkach chtodniczych (4-5°C) oraz w temperaturze pokojowej (25°C) w trakcie

4 miesi¢cy przechowywania.

Szczep LOCK 1092 znajduje zastosowanie jako dodatek do pasz dla zwierzat mo-

nogastrycznych w profilaktyce wyst¢powania choréb bakteryjnych i zatrué¢ wywola-

nych mykotoksynami oraz poprawiajacy bezpieczenstwo chowu zwierzat.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyklady.
Przykiad I.
Szczep LOCK 1092 hodowano w podtozu ptynnym Rogosa (firmy Difco) o skla-

dzie w g/l: pepton kazeinowy - 10,0, ekstrakt drozdzowy — 5,0, D(+)glukoza — 20,0,
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fosforan potasu — 6,0, cytrynian amonu — 2,0, Tween 80 — 1,0, octan sodu — 15,0,
siarczan magnezu — 0,575, siarczan zelaza II — 0,034, siarczan manganu — 0,12, agar
- 15,0, 0 pH 5,5, w obecnosci CO, wprowadzonego w ilosci 5% (v/v), w temperatu-
rze 37°C w warunkach tlenowych.
Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komérki oddzielono od podloza na wstrza-
sarce uzyskujac gestosé 1,9 x 10° komérek/ml.

Przyktad II.

Szczep LOCK 1092 hodowano w podtozu ptynnym MRS (firmy Merck), o skia-
dzie w g/l: ekstrakt drozdzowy — 4,0, ekstrakt migsny — 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 CO, wprowadzonego w ilosci 5%
(v/v), w temperaturze 37°C w warunkach wzglednie beztlenowych.

Po 48 godzinach hodowli wyhodowane komoérki oddzielono od podloza na wstrza-
sarce uzyskujac gestosé 1,95 x 10° komérek/ml.

Przyklad I11.

Bakterie otrzymane jak w przykladzie I umieszczono w srodowisku o pH 2
i 3. W pH 3,0 przezywalnos$¢ komoérek po 60 minutach wynosi 95%, a po 240 minu-
tach 90%. Natomiast w pH 2,0 po 60 minutach przezywa 93% komorek, a po 240
minutach 88%.

Przyklad IV.

Bakterie otrzymane jak w przykladzie I poddano dziataniu zéici o stezeniach 1%
1 2% w czasie do 4 godzin. Po 4 godzinach inkubacji w obecnosci 2% z6lci przezy-
walnos¢ komorek wynosi 92%, a przy ste¢zeniu zokci 1% przezywa 98% komorek
bakterii.

Przyklad V.

Liofilizat bakterii otrzymanych jak w przykladzie I przechowywano w temperatu-
rze 4-5°C oraz w temperaturze pokojowej 25°C w ciggu 4 miesi¢cy. Temperatura
chlodnicza zapewnita wigcksza stabilnosé i trwato$é. Przechowywanie szczepu LOCK
1092 przez 4 miesigce spowodowato obnizenie liczby zywych komérek o 8% dla

temperatury chtodniczej i o 15% dla temperatury pokojowe;j.
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Wykaz sekwencji nukleotydowej regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNA szczepu

bakterii Lactobacillus reuteri LOCK 1092, ktora okresla jego przynaleznos$¢ gatun-

kowg:

TGATTGTATGGTGCTTGCACCTGATTGACGATGGATCACCAGTGAGTGGCGGACGGGTGAGTA-
ACACGTAGGTAACCTGCCCCGGAGCGGEGGATAACATTTGCARACAGATGCTAATACCGCATA-
ACAACAAAAGCCACATCGGCTTTTGTTTGABAGATGGCTTTGGCTATCACTCTGGGATGGAC
CTGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTAAGGTAACGGCTTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTT -
GAGAGACTGATCGGCCACAATGGAACTGAGACACGGTCCATACTCCTACGGGA-
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGARA~
GAAGGGTTTCGGCTCGTARAGCTCTGTTGTTCGAGAAGAACGTGCGTGAGAGTAACTGTT -
CACGCAGTGACGGTATCCAACCAGARAGTCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTART -
ACGTAGGTGECAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTARAGCGAGCGEAGGCGGTTGCTTA~
GGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTARCCGRAGAAGTGCATCGGARACCGGGCGACTT-
GAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGT GTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAR~
CACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGGCTCGA-
AAGCATGGGTAGCGAACAGCGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTARACGATGAGTGCTA-
GGTGTTGGAGGGETTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTARCGCAT -
TARGCACTCCGCCTGGGCAGTACCACCGCAAGGTTGAARCTCAAAGGAATT -
GACGGGGGCCCGCACAAGCGETGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTAL
CAGGTCTTGACATCTTGCGCTARCCTTAGAGATAAGGCGTTCCCTTCGGGGACGCAATGACA~
GGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCA-
ACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTRAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGT ~
GACARACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACA-
CACGTGCTACAATGGACGGTACAACCAGTCGCAAGCTCGCGAGAGTAAGCTAAT -
CTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAAT ~
CGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACAC-
CGCCCGTCACACCATGGGAGTTTIGTA

w ktorej: A - oznacza adening, G - guaning, C - cytozyne, T - tymine.
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