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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep Lactobacillus brevis. Nowy szczep jest przeznaczony
do zastosowania w przetworstwie zywnoSci.

Lactobacillus brevis jest Gram-dodatnig bakterig kwasu mlekowego z rodziny Lactobacillus. Bak-
teria ta znajduje zastosowanie we wspomaganiu przywracania homeostazy w mikrobiocie jelitowe;j.
Moze by¢ pomocna takze w usprawnianiu odpornos$ci oraz w leczeniu zapalenia pochwy i infekcjach
uktadu moczowego. Tak jak inne bakterie z rodziny Lactobacillus ma zdolno$¢ do produkciji kwasu mle-
kowego z weglowodanéw w procesie fermentacji. Bakterie szczepoéw L. brevis mogg m.in. stanowié
skfadnik szczepionek do zywnosci. Szczepionki takie, czyli kultury starterowe, sg to odpowiednio wyse-
lekcjonowane drobnoustroje dodawane do zywnosci w celu poprawy jej wygladu, zapachu, smaku lub
wydtuzenia trwatosci. Kultury takie, zawierajgce szczepy Lactobacillus brevis, opisano np. w polskich
opisach patentowych PL217724 i PL200944. Kultura wedtug pierwszego z wymienionych patentéw jest
przeznaczona do kiszenia ogorkéw, a wedtug drugiego patentu do wyrobu pieczywa.

Z polskiego opisu patentowego PL214504 znany jest szczep Lactobacillus brevis o cechach pro-
biotycznych. Szczep ten oznaczono symbolem tOCK 0944 i zdeponowano w Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizmoéw Instytutu Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN z siedzibg we Wroctawiu pod numerem
akcesyjnym B/00035. Szczep ujawniony w opisie PL214504 wyizolowano ze spontanicznej kiszonki
korzenia buraka éwiktowego stosujgc podtoze Rogosa, stanowigce wybiércze medium przeznaczone
do wykrywania bakterii z rodzaju Lactobacillus sp. ze ztozonego mikrobiologicznie materiatu. Szczep
wykazuje oporno$¢ w stosunku do kilku antybiotykéw i chemioterapeutykéw o dziataniu przeciwbakte-
ryinym. Wykazuje takze aktywnos$¢ antagonistyczng w stosunku do bakterii patogennych przenoszo-
nych drogg pokarmowa.

Z opisu patentu europejskiego EP 2785878 znane sg szczepy Lactobacillus brevis wytwarzajgce
reuteryne oraz ich zastosowanie, w szczegd6lnosci do leczenia lub zapobiegania zakazenia Helicobacter
pylori (H. pylori). Szczepy majg zdolno$¢ do wytwarzania reuteryny i gromadzenia jej w ilosci wystar-
czajacej, by mie¢ aktywnos$¢ przeciwdrobnoustrojowg na szeroki zakres szczepow H. pylori. Wynalazek
wedtug EP2785878 obejmuje takze kompozycje odzywczg, zwlaszcza produkt nabiatowy, zawierajgca
wspomniany szczep.

Celem wynalazku byto uzyskanie nowego szczepu z rodzaju Lactobacillus, wykazujgcego aktyw-
no$¢ przeciw drobnoustrojom potencjalnie chorobotwérczym, pozwalajgcg na zastosowanie szczepu
jako szczepionki lub sktadnika szczepionki o dziataniu ochronnym (przeciwdrobnoustrojowym) do prze-
tworstwa zywnosci pochodzenia zwierzecego.

Istotg wynalazku jest szczep Lactobacillus brevis BO1A. Szczep zostat zdeponowany zgodnie
z Traktatem Budapeszteriskim w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii
i Terapii Do$wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu. Depozyt ztozono w dniu 22.05.2018.
Depozytowi nadano numer B/00161. Istotg wynalazku jest takze zastosowanie szczepu Lactobacillus
brevis BO1A jako kultury starterowej lub komponentu kultury starterowej do zywnos$ci pochodzenia zwie-
rzecego.

Szczep wyizolowano z sera regionalnego bundz z Podhala. Probke sera transportowano w wa-
runkach chtodniczych do laboratorium. Nastepnie 10 g sera poddano homogenizacji z dodatkiem 90 ml
wody peptonowej (Merck) i przygotowano kolejne dziesietne rozciericzenia. Na ptytki Petriego z podto-
zem statym MRS (Merck) wylewano po 100 pl zawiesiny z kazdego rozcienczenia i rozprowadzano
jatowg gtaszka do catkowitego wchtoniecia ptynu. Posiewy inkubowano w warunkach mikroaerofilnych
przez 48 godzin w temp. 37°C. Po inkubacji jatowg igtg pobierano pojedyncze kolonie i pasazowano na
podtoze state MRS lub na pozywke ptynng MRS.

Oznaczanie przynalezno$ci gatunkowej szczepu Lactobacillus brevis.

Charakterystyka fenotypowa: dtugie pateczki G(+), katalazo-ujemne

W celu zbadania przynaleznos$ci gatunkowej szczepu Lactobacillus brevis BO1A wykonano ge-
notypowanie metodg PCR z wykorzystaniem specyficznych starteréw 27F/1492R (5-AGA GTT TGA
TCC TGG CTC AG-3'/5- GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3'. Analiza wynikdw sekwencjonowania 16S
rDNA byta przeprowadzona z wykorzystaniem bazy danych NCBI oraz oprogramowania BLAST. Ana-
liza danych BLAST potwierdzita 100% podobienstwa do Lactobacillus brevis SRCM101174 i do Lacto-
bacillus brevis 100D8.
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Nowy szczep charakteryzuje sie nastepujgcymi cechami:
- cechy morfologiczne: dlugie pateczki o jednolitym wybarwieniu, tworzgce niedtugie tan-
cuszki.

- cechy biotechnologiczne: bakterie heterofermentatywne

Fermentacja nastepujgcych cukrow (wyniki otrzymane w tescie APl 50 CH- na podiozu MRS
w temp. 37°C przez 48 h): L-arabinoza, D-ryboza, D-ksyloza, D-glukoza, D-fruktoza, D-maltoza, D-Me-
libioza, glukonian potasu, 5-ketoglukonian potasu.

—  aktywno$¢ antagonistyczna

Aktywnos$¢ antagonistyczng miedzy Lactobacillus brevis BO1A a szczepami bakterii wskazniko-
wych badano za pomocg metody dyfuzyjnej studzienkowej (Hartmann et al., 2011; Sip et al., 2012).
W tym celu Lactobacillus brevis BO1A hodowano na podtozu ptynnym MRS do osiggniecia liczby 10°
jtk/ml przez 24h w temperaturze 37°C. Na ptytki z agarem Mueller Hinton (Merck) posiewano hodowle
bakterii wskaznikowych (200 pl), nastepnie korkoborem wycinano studzienki o $rednicy 5,5 mm. Do
studzienek nalewano po 0,5 ml odpowiednio przygotowanego czynnika (Z) — zywe komérki Lactobacil-
lus brevis BO1A hodowane przez 24 h w temperaturze 37°C na podfozu ptynnym MRS do osiggniecia
liczby 10° jtk/ml; (S) — supernatant po hodowli Lactobacillus brevis BO1A, uzyskany przez odwirowanie
komoérek (6000 x g, 10 min); (N) — supernatant (S) poddany neutralizacji 1M NaOH do uzyskania
pH = 6,8-7,0. Tak przygotowane préby inkubowano 24 godz. w temp 37°C. Potencjat przeciwdrobnou-
strojowy oszacowano na podstawie pomiaru $rednicy stref ograniczenia wzrostu bakterii wskazniko-
wych wokét studzienek z uwzglednieniem Srednicy krgzkéw studzienek wedtug wzoru:

x=D-d

gdzie:

X — potencjat przeciwdrobnoustrojowy szczepu bakterii [cm]
D - Srednica strefy zahamowania wzrostu [cm]
d — Srednica krgzka agarowego [cm]

Do oceny aktywnosci antagonistycznej miedzy badanymi szczepami bakterii kwasu mlekowego
a bakteriami wskaznikowymi wykorzystano skale: x = 0,0 cm — brak aktywnosci antagonistycznej; x > 0
i X< 0,4 cm — staba aktywnos$¢ antagonistyczna; x > 0,4 i x < 8 cm — Srednia aktywno$¢é antagonistyczna;
x> 0,8ix< 1,2 cm-duza aktywno$¢ antagonistyczna; x > 1,2 cm — bardzo duza aktywno$¢ antagoni-
styczna.

Badanie przeprowadzono w 4 powtdrzeniach.

Na rysunku przedstawiono:

Fig. 1 — Srednie strefy zahamowania wzrostu bakterii wskaznikowych z zastosowaniem Lacto-

bacillus brevis B01 A jako czynnika hamujgcego wzrost.

Fig. 2 - Liczba bakterii E. coli z wymazu powierzchniowego z miesa po inkubacji 15 godzin

w temperaturze 37°C, wobec zastosowanych czynnikéw ograniczajgcych (Tabela 1).

Fig. 3 - Liczba bakterii E. coli z wymazu z miesa po inkubacji 7 dni w temperaturze 4°C, wobec

zastosowanych czynnikdéw ograniczajgcych (Tabela 1).

Fig. 4 — Liczebnos$¢ bakterii E. coli w matrycy zywnosciowej w postaci sera twarogowego przy

zastosowaniu réznych czynnikéw hamujgcych (Tabela 1) podczas inkubacji 37°C/24h.

Fig. 5— Liczebnos$¢ bakterii E. coli w matrycy zywnos$ciowej w postaci sera twarogowego przy

zastosowaniu réznych czynnikéw hamujacych (Tabela 1) podczas inkubacji 4°C/7 dni.

Na Fig. 1 zaprezentowano wyniki doSwiadczen. Stwierdzono bardzo duzg aktywno$¢ antagoni
styczng komorek bakterii szczepu Lactobacillus brevis B0O1A wzgledem Listeria monocytogenes, a takze
wzgledem Bacillus subtilis, E. coli, Enterococcus feacium i Salmonella enteritidis. Najstabsze dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe stwierdzono w przypadku zastosowania supernatantu zneutralizowanego, co
sugeruje obecno$¢ bakteriocyn lub innych substancji o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym (poza kwa-
sami organicznymi).

Badania aktywno$ci antagonistycznej Lactobacillus brevis BO1A w matrycy zywnosciowej przed-
stawiono w przykfadach. W badaniu zastosowano nastepujgce czynniki o dziataniu przeciwdrobnou-
strojowym (Tabela 1):

1. Hodowla zywa — zawiesina bakteryjna L. brevis BO1A w liczbie okoto 10° jtk/ml. Bakterie pa-

sazowane dwukrotnie. Warto$¢ pH = 4,56.
2. Hodowla zdenaturowana — zawiesine hodowli zywych bakterii L. brevis BO1A umieszczano
w tazni wodnej na 20 minut, w temperaturze 80°C. Warto$¢ pH = 4,60.
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3. Supernatant petny — zawiesine hodowli zywych bakterii L. brevis BO1A umieszczono syme-
trycznie w wirdwce laboratoryjnej. Zawiesine odwirowano przy 10 000 obrotéw przez 5 minut.
Otrzymany supernatant zlano do probéwki. Za pomocg pH — metru dokonano pomiaru war-
toSci pH, ktéra wynosita 4,57. W celu oczyszczenia z pozostato$ci komérek, ciecz przefiltro-
wano przez filtry strzykawkowe membranowe wielkoéci 0,2 um, w warunkach sterylnych. Tak
otrzymany czynnik zamrozono. Na potrzeby do$wiadczen czynnik byt kazdorazowo dopro-
wadzany do temperatury pokojowej, a po uzyciu ponownie mrozony.

4. Supernatant zneutralizowany — zawiesine hodowli zywych bakterii L. brevis BO1A umiesz-
czono symetrycznie w wiréwce laboratoryjnej. Zawiesine odwirowano przy 10 000 obrotéw
przez 5 minut. Otrzymany supernatant zlano do probéwki. Nastepnie, za pomocg pH — metru
oraz 1-molowego roztworu NaOH, doprowadzono warto$¢ pH supernatantu do poziomu 6,65.
W celu oczyszczenia z pozostatosci komérek oraz innych zanieczyszczen, ciecz przefiltro-
wano przez filtry strzykawkowe membranowe w warunkach sterylnych. Tak otrzymany czyn-
nik zamrozono. Na potrzeby doswiadczen czynnik byt kazdorazowo doprowadzany do tem-
peratury pokojowej, a po uzyciu ponownie mrozony.

MRS - jatowy bulion MRS stosowany jako pozywka dla bakterii rodzaju Lactobacillus — 55,15
grama suchego poditoza rozpuszczona w 1000 ml wody destylowanej. Wartos¢é pH = ~ 6,0.
Sktad podtoza zgodnie z deklaracjg producenta (BioMaxima).

H2O — woda destylowana.

Tabela 1. Czynniki bakteryjne i niebakteryjne uzyte w doSwiadczeniach

LEGENDA CZYNNIK
1 Hodowla zywa, pH = 4,56
2 Hodowla zdenaturowana (80°C / 20 minut), pH = 4,6
3 Supernatant petny, pH = 4,57
4 Supernatant zneutralizowany, pH = 6,65

MRS Bulion MRS stosowany jako pozywka dla bakterii rodzaju Lactobacillus, pH ~
6,0
H,O Woda destylowana

Przyktad 1. Mieso drobiowe

Badanie przeprowadzono z uzyciem miesa drobiowego — Swiezy filet z piersi kurczaka, za-
kupiony w handlu detalicznym.

Drobnoustroje wskaznikowe: Escherichia coli szczep ATCC 10536.

Kawatki miesa drobiowego, o masie 4,5-6,0 g, uktadano na ptytki Petriego. Na kawatki miesa
nakrapiano 10 pl zawiesiny drobnoustrojéow wskaznikowych w liczbie okoto 50—-60 jtk/10 pl. W tym
samym czasie przygotowywano proby kontrolne, bez zaszczepiania bakteryjnego. Po odczekaniu
5-10 minut od nakropienia prébek, mieso zostawato nakryte wyjatowionym papierkiem bibutkowym,
nasgczonym odpowiednim wariantem roztworu pozyskanego z hodowli bakterii Lactobacillus brevis
BO1A lub zawiesing pozywki MRS, lub wodg destylowang (Tabela 1).

Tak przygotowane proby poddawano inkubacji w temperaturze 37°C przez 15 godzin (Fig. 2)
i w temperaturze 4°C przez 7 dni (Fig. 3).

Liczba bakterii E. coli znajdujgcych sie na powierzchni miesa, po inkubacji w temp. 37°C (Fig. 2)
z zastosowaniem bibuty nasgczonej czynnikiem obojetnym (wodg), wyniosta 5,91 log jtk/cm?. Taki
sam usredniony wynik otrzymano stosujgc bibute nasgczong bulionem MRS. Do zdecydowanego,
znaczgcego zahamowania wzrostu drobnoustrojéw psujgcych mieso w prébach kontrolnych dopro-
wadzito zastosowanie czynnikéw (1), (2), i (3). Liczba bakterii E. coli oznaczona w tych prébach nie
przekroczyta poziomu detekcji. Otrzymane réznice w poréwnaniu z probami z wodg i MRS byty
istotne statystycznie (p < 0,05). Zastosowanie bibuty nasgczonej supernatantem zneutralizowanym
(4) zredukowato liczbe bakterii E. coli na powierzchni migsa do poziomu 4,87 log jtk/cm?, (r6znica
istotna statystycznie p = 0,003, w poréwnaniu z prébg z zastosowaniem MRS i H20).
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W przypadku préb zanieczyszczonych hodowlg bakterii Escherichia coli (Fig. 2) zastosowa-
nie zywej hodowli bakterii Lactobacillus brevis BO1A (1) spowodowato obnizenie liczby bakterii
Escherichia coli 0 1,7 rzedu logarytmicznego w stosunku do préby z wodg, oraz o 1,52 rzedu loga-
rytmicznego poréwnujgc do préby z zastosowaniem bulionu MRS. Jest to znaczgca redukcja,
istotna statystycznie (px2o = 0,047, pmrs = 0,022). Whasciwosci bakteriostatyczne wzgledem drob-
noustrojéw wskaznikowych zaobserwowano takze w przypadku uzycia hodowli zdenaturowanej (2).
Usredniona logarytmiczna liczba bakterii E. coli obecna na powierzchni miesa po zastosowaniu
bibuty nasgczonej czynnikiem (2) wynosita 5,42 log jtk/cm?. Byty to wartosci nizsze, zaréwno wzgle-
dem testow z wodg (p = 0,029) jak réwniez testow z MRS (p = 0,017). Niezmienny rezultat, w sto-
sunku do proby kontrolnej — jaki i zanieczyszczonej — zaobserwowano stosujgc supernatant petny
(3). Srednia liczba bakterii wskaznikowych w prébie z uzyciem bibuty nasgczonej supernatantem
(3) nie przekroczyta poziomu detekcji wyznaczonego w badaniu (100 jtk/cm?). Stosujgc bibute na-
sgczong supernatantem zneutralizowanym (4) nie zaobserwowano wifasciwosci bakteriostatycz-
nych (p > 0,05).

Liczba bakterii E. coli na powierzchni miesa po 7 dniach inkubacji w temp. 4°C (Fig. 3),
w przypadku prob kontrolnych z zastosowaniem bibuty nasgczonej wodg wynosita 2,95 log jtk/cm?
i byta zblizona do wartos$ci otrzymanych po zastosowaniu bibuty nasgczonej bulionem MRS (3,19
log jtk/cm?). Najsilniejsze wiasciwosci antagonistyczne wykazata zywa hodowla bakterii Lactobacil-
lus (1), liczebno$¢ bakterii E. coli po tygodniowej inkubaciji w 4°C wyniosta 2,29 log jtk/cm?, co
stanowito znaczng redukcje (p = 0,033).

Dziatanie pozostatych czynnikéw nie miato istotnego wptywu na zahamowanie wzrostu bak-
terii E. coli. Liczba drobnoustrojéw, po zastosowaniu bibutek nasgczonych czynnikiem supernatantu
petnego (3) oraz supernatantu zneutralizowanego (4) przekraczata poziom 103 jtk/cm?. Hodowla
z martwymi komérkami Lactobacillus (2) w duzym stopniu zahamowata wzrost bakterii wskazniko-
wych, obnizajgc liczbe komoérek E. coli do wartosci 2,53 log jtk/cm? (p = 0,051).

W prébach zanieczyszczonych bakteriami wskaznikowymi (Fig. 3), po zastosowaniu bibuty
nasgczonej wodg, wzrost bakterii E. coliw czasie 7 dni, byt 0 12,9% wiekszy niz w prébie kontrolnej.
Poziom bakterii E. coli po okresie inkubacji z bibutg nasgczong czynnikiem (1) osiggnat warto$¢
2,59 log jtk/cm? (p = 0,009). Pozostate wyniki redukcji bakterii wskaznikowych, w prébach zanie-
czyszczonych, nie zostaty uznane za znaczace w badaniu (p > 0,05).

Przyktad 2. Sertwarogowy

Materiatem do badan byt ser twarogowy poétttusty ,ulubiony” firmy Polmlek, zakupiony w skle-
pie detalicznym. Producent na swojej stronie internetowej deklaruje, ze produkt nie zawiera kon-
serwantow, oraz ze jest nieodpowiedni dla 0s6b z alergig na biatka mleka. Produkowany jest wy-
twarzany w trzech wariantach z rézng zawartoscig ttuszczu. Warto$¢ odzywcza stosowanego do
badan sera zostata przedstawiona w tabeli 2.

Tabela 2. Warto§¢ odzywcza badanego sera twarogowego w 100 g

Wartos¢ odzywcza Tlos¢
Wartos¢ energetyczna [kcal] 118
Thiszez [g] 42
W tym nasycone kwasy tluszczowe [g] 2,8
Weglowodany [g] 3,4
W tym cukry [g] 3,0
Biatko [g] 16,7
Sel [g] 0,1

Zrédlo: http://www.polmlek.com/polmlek/informacje/9769540354produkty
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Na dwoch ptytkach Petriego rozktadano po 3 plastry sera, na ktére za pomocg pipety dozowano
100 pl hodowli szczepu Escherichia coli (107 komarek) oraz po 100 pl szczepu Lactobacillus brevis
B01A w postaci poszczegdélnych czynnikow 1-4, MRS i H20O zgodnie z oznaczeniami z Tabeli 1.
Po natozeniu wszystkich czynnikéw (Zdjecie 2) ptytki umieszczano w termostacie. Po inkubaciji préby
homogenizowano i wykonywano posiewy. Badanie wykonywano w dwoch wariantach w pierwszym (l)
stosowano inkubacje w 37°C/24h a w drugim (ll) 4°C/7 dni. W przypadku préb kontrolnych nie stwier-
dzono obecnosci Escherichia coli w prébach w zadnym z wariantéw do$wiadczenia. Wyniki doswiad-
czen zaprezentowano na Fig. 4 i Fig. 5.

W przypadku zastosowania wyzszej temperatury inkubacji (37°C) wszystkie zastosowane czyn-
niki zahamowaty wzrost E. coli jednak dziatanie to w wiekszo$ci przypadkdéw nie byto istotne statystycz-
nie (Fig. 4). Jedynie zywe komorki bakterii (1) szczepu Lactobacillus brevis BO1A byly w stanie zmniej-
szy¢ istotnie populacje bakterii Escherichia coli biorgc pod uwage jako prébe kontrolng wode. Nie zau-
wazono w tym przypadku statystycznie istotnych réznic wzgledem préby z zastosowaniem jako kontroli
pozywki MRS.

Po dtuzszej inkubacji w nizszej temperaturze (4°C/7 dni) zauwazono statystycznie istotne zaha-
mowanie wzrostu bakterii Escherichia coli zarbwno wzgledem wody jak i prébki z MRS w przypadku
prawie wszystkich czynnikéw tzn. podczas zastosowania komérek zywych, komérek zabitych oraz ptynu
pohodowlanego o pH 4, 34 (czynniki o nr 1, 2, 3) (Fig. 5). Jedynie proba, gdzie dodano supernatant
o pH 6,65 (4) nie wykazata zdolnosci hamujgcej wzrost bakterii Escherichia coli. \NWrecz przeciwnie
w przypadku tej préby liczba bakterii E. coli byta, prawie identyczna z prébkg kontrolng zawierajgca
jatowg pozywke MRS i istotnie statystycznie wyzsza niz w probie kontrolnej z jatowg H>O. Wysoka war-
tos¢ pH (6,65) nie stwarza dobrych warunkéw metabolitom zawartym w supernatancie do dziatania
przeciwdrobnoustrojowego.

Hamujgce dziatanie metabolitéw zalezne byto od warunkéw $rodowiska, w ktérym przebywaty
préby. Zauwazono dziatanie bakteriobdjcze dla prob z wykorzystaniem supernatantu o pH 4,34 (3).
Supernatant o pH 6,65 (4) nie wykazywat istotnie statystycznego dziatania hamujgcego wobec Esche-
richia coli. Mozliwe jest, ze w Srodowisku kwasnym dziataty wyprodukowane przez szczepy Lactobacil-
lus kwasy organiczne m.in.: kwas mlekowy, kwas octowy, ktérych dziatanie bakteriobdjcze nie byto
mozliwe w przypadku zneutralizowanego supernatantu (4).
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Wykaz sekwencji

>B1A 'group 1'
GACGAACGCTGGCGGCATGCCTAATACATGCAAGTCGAACGAGCTTCCGTTGAATGACGTGCTTGCAC
TGATTTCAACA
ATGAAGCGAGTGGCGAACTGGTGAGTAACACGTGGGGAATCTGCCCAGAAGCAGGGGATAACACTTGG
AAACAGGTGCT
AATACCGTATAACAACAAARATCCGCATGGATTTTGTTTGAAAGGTGGCTTCGGCTATCACTTCTGGAT
GATCCCGCGGC
GTATTAGTTAGTTGGTGAGGTARAGGCCCACCRAAGACGATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATC
GGCCACATTGG
GACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCT
GATGGAGCAAT
GCCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACACCTTTGAGAGTA
ACTGTTCAAGG
GTTGACGGTATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGC
AAGCGTTGTCC
GGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACC
GGAGAAGTGCA
TCGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAG
ATATATGGAAG
AACACCAGTGGCGAAGGCGGCTGTCTAGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGCATGGGTAGCGARA
CAGGATTAGAT
ACCCTGGTAGTCCATGCCGTARACGATGAGTGCTAAGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCTGCA
GCTAACGCATT
AAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTCTGCCAATCTTAGAGATA
AGACGTTCCCT

TCGGGGACAGAATGACAGGT GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTRAAGTCC
CGCAACGAGCG
CAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAARACCGGAG
GAAGGTGGGGA
TGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGT
TGCGAAGTCGT
GAGGCTAAGCTAATCTCTTAAAGCCGTTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGT
TGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCAT
GAGAGTTTGTA
ACACCCAAAGCCGGTGAGATAACCTTCGGGAGTCAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGATTAGGGTG

Zastrzezenia patentowe

1. Szczep bakterii Lactobacillus brevis BO1A zdeponowany w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw
(PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej Polskiej Akademii Nauk we Wrocta-

wiu, pod numerem B/00161.

2. Zastosowanie szczepu bakterii Lactobacillus brevis BO1A zdeponowanego w Polskiej Kolekdji
Mikroorganizméw (PCM) w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu, pod numerem B/00161 jako kultury starterowej lub komponentu kultury

starterowej do zywnos$ci pochodzenia zwierzecego.
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