(19) OFICIUL DE STAT
PENTRU INVENTII $§1 MARCI

11 RO 128689 A2
1) Int.CI.

Bucuregti A01K 61/00 (2006.01);
AO01K 63/04 %00
(12) CERERE DE BREVET DE INVENTIE

(21)  Nr.cerere: @ 2011 01390
(22) Data de depozit: 12.12.2011

(41) Data publicarii cererii:
30.08.2013 BOPI nr. 8/2013

(71) Solicitant:
« UNIVERSITATEA "DUNAREA DE JOS"
DIN GALATI, STR.DOMNEASCA NR.47,
GALAJI, GL, RO

(72) Inventatori: 3
* CRISTEA VICTOR, STR. BRAILEI NR. 58,
BL. BR2, AP. 101, GALATI, GL, RC;
* GRECU IULIA RODICA,
STR. CRISTOFOR COLUMB NR. 6, GALATI,
GL, RO;
* DEDIU LORENA, STR. MACEDONA
NR. 11, BL. A11, SC. 2, AP. 3, GALATI, GL,
RO;

+ DOCAN ANGELICA IONELIA,

STR. CLUJNR. 11, BL. D5, AP. 38, GALATI,
GL, RO;

+ BOCIOC ELENA, CHILIILE, BZ, RO;

* TALPES MARILENA,

STR. CONSTANTIN BRANCOVEANU

NR, . 2,BL. D1, SC. 1, AP. 8, GALATI, GL,
RO;

* NICULITA PETRU, INTRAREA EPISTOLE!
NR. 1, SECTOR 1, BUCURESTI, B, RO;

+ POPA MONA, STR. MAIOR VASILE
BANCILANR.35, BL.33A, ET. 7, AP.30,
SECTOR 2, BUCURESTI, B, RO;

+ COSTACHE MIOARA, STR. OLARI

NR. 204, COMUNA NUCET, DB, RO;

+« BUCUR CECILIA, STR. I.C.VISARION
NR. 20, BL. M2, AP. 11, TITU, DB, RO

s PROCEDEU DE BIOSECURIZARE A SISTEMELOR
RECIRCULANTE DE ACVACULTURA INTENSIVA PRIN
STIMULAREA RASPUNSULUI IMUN LA PESTI, PRIN
UTILIZAREA PROBIOTICELOR

(57) Rezumat:

Prezenta inventie se referd la un procedeu tehnologic
de tratare a biomasei de culturd ciprinicole cu probiotic,
in vederea obtinerii unei productii superioare si a
biosecurizarii sistemului recirculant de crestere prin
stimularea sistemului imun al pegtilor, prin folosirea unui
produs probiotic pentru uz zootehnic, aditivat furajului
intr-o concentratie de 3, 2...3, 84*10° UFC/kg furaj.
Procedeul conform inventiei constd in aceea cd se
asigurd exprimarea potentialului bioproductiv al speciei
Cyprinus carpio, in vérstd de un an, prin cregterea

sporului mediu zilnic cu 5..40% fatd de martor,
concomitent cu stimularea rAspunsului imun al gazdei,
prin cresterea semnificativd a limfocitelor si scdderea
numarului de neutrofile la nivelul tabloului leucocitar,
respectiv, prin cresterea cantitdtii de hemoglobing si a
numarului de eritrocite.
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In sistemele de productie intensivd din acvacultura, ase. cuni :sie cazul sistemelor
recirculante, organismele acvatice sunt expuse unor conditii stresarte de viata ce conduc
deseori la declansarea unor boli, mai ales de naturd infectioasa, si de deteriorarca rapida a
conditiilor de viata ce se traduc in pierderi economice sericasz. 1.2 momeniul actual,
prevenirea si controlul starilor patologice au condus la o excalacaie in utilizarea unor
substante chimice 1n productia zootehnica care fie se acumuleaza in carnea si ficatal pestilor,
fie conduce la aparitia unor forme de rezistenta la bacterii determirénd - incidentd crescutd a
imbolnavirilor.

O serie de studii experimentale au demonstrat faptul ca acest: «genti patogeni pot fi
eliminati sau redusi prin procese de biocontrol exercitate de o seric de microorganisme
considerate probiotice. Aceste probiotice, de cele mai multe ori bacterii benefice. au fost si
sunt studiate si utilizate In nutritia umana si a animalelor terestre cle n-ai mult timp (Fuller,
1989; Bengmark, 1998) insd introducerea si aplicarea lor pentru preveni-ea si. eventual,
controlul starii sanitare a populatiilor de organisme acvatice (pesti, creveti) este de datd mai
recentd (Balcazar, 2006; Gatesoupe, 1999; Gomez-Gil si al., 2000; Ve -schuere si al., 2000;
Irianto si Austin, 2002) asigurdnd, simultan, atdt reducerea probleme or de sdnitate de la
nivelul populatiilor acvatice de cultura, cat si imbunatatirea supravie(uiri: si ratei de crestere.
In literatura de specialitate non-brevet s-au descris o serie de mecaitisme de actiune ale
probioticelor: activitate antimicrobiand, furnizarea de nutrienti esentiali §i asigurarea unor
enzime digestive pentru stimularea nutritiei si digestiei, imbunatatirea celita{i: apei in unitagile
de crestere si, nu in ultimul rand. stimularea raspunsului imun al gazdei. Sub aspectul
exercitarii unei actiuni inhibante asupra proliferarii unor bacterii patogene sau conditionat
patogene care apar in sistemele de productie din acvaculturi, micioorganismele de tip
probiotic sunt apreciate, din ce in ce mai mult, ca o alternativa ecologica la tratamentul cu
antibiotice.

Autoritatea Europeand pentru Siguranta Alimentelor (EFSA) a aprobat o serie de
preparate probiotice ca aditivi alimentari cu uz zootehnic. Unul dintre aceste produse este
aditivul BioPlus 2B de la firma Chr. Hansen A/S si care contine 2 tulpini de Bacillus: Bacillus
licheniformis DSM 5749 si Bacillus subtilis DSM 5750 in proportie 1:1 intr-o concentratie de
min. 3.2x10° UFC/g (1.6x10° /tip bacterie) cu aplicabilitate demonstrati pentru pasari (pui,
curcani) dar si pentru porci, iepuri (conform literaturii).
in general, conceptul de probiotic a fost dezvoltat la organismele terestre iar extinderea
aplicatiei acestor bioproduse in acvaculturd obligd la o analiza profunda in ceea ce priveste
efectul lor asupra unor organisme atat de diferite din punct de vedere al mediului de viata. in
acvaculturd, practica tehnologicd a demonstrat faptul ca vechiul dicic1 dupd care "este cu
mult mai ugor sd previi decat sa tratezi o boald" este de importantd majord in patologia
animalelor acvatice, lupta impotriva Tmbolnavirilor prin profilaxie. avand o importanta chiar
mai mare decat In cazul vertebratelor terestre, date fiind caracteristicile mediului acvatic care
ingreuneaza diagnosticul timpuriu al diferitelor boli. conditie esentiald pentru impiedicarea la
timp a extinderii acestora

Actiunea probiotica a tulpinilor de Bacillus sp este cunoscutd ca fiind legata de
inhibarea proliferarii unor bacterii patogene pentru organismul gazda prin fenomene de
excludere competitivd (concurenta vitald si antagonism bacterian) prin producerea de
bacitracina. Siguranta manipuldrii acestor bacterii s¢ datoreard caracteristicilor fizice si
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biologice ale sporilor, preparatele microbiale fiind rezistente la conditiile de mediu
(temperatura, pH, presiune osmoticd, oxigen etc.) si cu o perioada mai lunga de viata.

In literatura de specialitate au fost intdlnite doua studii restrse de aplicabilitate a
acestui produs in acvaculturd: la larve de pastrav (Naseri, S si al., 2008) si tilapia (Shelby
R.A. sial., 2006).

Procedeul nostru urmareste aplicatia acestui produs la o alta specie - crapul considerat
o specie importantd din punct de vedere al acvaculturii din Roménia in conditiile utilizarii lui
in cadrul unui sistem recirculant in scopul asigurdrii unor masuri de prevenire si control al
imbolndvirilor prin stimularea sistemului imunitar al pestilor.

Procedeul tehnologic conform inventiei consta in aditivarea tulpinilor de bacterii Bacillus
licheniformis DSM 5749 si Bacillus subtilis DSM 5750 intr-o concentratie de 3,2 +3.84*10’
UFC per kg furaj administrat la cresterea crapului de 1 an pentru obtinerea unui spor mediu
zilnic cuprins intre 5+19 % fata de materialul biologic netratat, in conditii de stres termic
(valori suboptimale de 13.5-17 °C), respectiv intre 26-40 % in conditii de optim de
temperaturd (22-27 °C)

Procedeul tehnologic presupune parcurgerea urmatorilor pasi:

- Analiza si caracterizarea microbiotei indigene a crapului sanatos de cultura

- Selectia tulpinilor bacteriene cu potential probiotic (comerciale si/sau indigene)

- Testarea in vitro a modului de actiune a bacteriilor selectionate, cu potential rol probiotic,
impotriva bacteriilor patogene din sistem

- Testarea in vivo a modului de actiune a bacteriilor selectionate, cu potential rol probiotic

- Expunerea experiementald a unor loturi de pesti la imbolndviri dupi tratarea in vivo cu
bacteriile selectionate, cu potential rol probiotic

- Testarea la scard a solutiei tehnologice de asigurare a biosecuritatii sistemului recirculant
de acavaculturad pentru o perioada de timp semnificativa

Se dau in continuare, 2 exemple concrete de realizare a inventiei si care sunt in corelatie

cu etapele descrise anterior si figurile:

- Fig. 1 Aeromonas hydrophila, placa cu Agar nutritiv si galerie AP1 20NE

- Fig. 2 Dinamica ritmului de crestere a biomasei de cultura

- Fig.3. Variatia coeficientului de conversie a hranei (FCR) si a ratei cresterii

specifice (SGR)

- Fig. 4. Evolutia hemoglobinei

- Fig. 5. Evolutia hematocritului

- Fig. 6. Evolutia numarului de eritrocite

- Fig.7 Leucograma in varianta de control

- Fig. 8. Leucograma in varianta cu BioPlus
Exemplul 1. Experiment in vitro privind evaluarea calitativi a sensibilitdtii bacteriei
patogene/conditionat patogene Aeromonas hydrophila la actiunea tulpinilor probiotice din
bioaditivul cu uz zootehnic BioPlus® 2B. Chiar dacd Aeromonadele sunt bacterii frecvente in
mediul inconjurdtor, specia Aeromonas hydrophila din familia Vibrionaceae este considerata
factorul primar determinant al septicemiei hemoragice bacteriene la pesti, boald cu
extensivitate mare in fermele piscicole. Este o bacterie Gram-negativa, sub forma de bastonas,
drept cu dimensiuni de 0.3 — 1,0 x 1.0 — 3,5 um. mobila. Este un microorganism putin
pretentios fiind izolat din rinichiul sau sdngele pestelui afectat si crescut pe un mediu nutritiv
uzual, cum este agarul nutritiv, pe care dezvolta dupa 24 h, la 22 - 28 °C , colonii rotunde,
cremoase, albe, netede, convexe, cu diametru pand la 5 mm. Tulburd bulionul cu sau fara
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producere de pigment, este oxidazo-pozitiva si fermenteazd glucoza, maltoza, lactoza fiind
ulterior confirmata cu testul API 20 NE.
Testarea s-a realizat prin metoda difuziei pe agar nutritiv (Piddock, 1990) in placi Petri, cu o
adancime de 4 mm, suprafata mediului fiind inoculatd cu cate 100 pl suspensie bacteriana
purd de Aeromonas hydrophila izolatd de la un exemplar bolnav de crap. Au fost testate 3
concentratii succesive din inolulul bacterian: 0,5; 1; 2; Mc Farland ce corespunde
urmatoarelor concentratii:

0,5 Mc Farland echivalent cu 1,5 x 107germeni / ml;

I Mc Farland echivalent cu 3 x 10° germeni / ml,

2 Mc Farland echivalent cu 6 x10%germeni / mi
Pe placi au fost testate 4 concentrafii succesive din produsul probiotic: 1,28*10° UFC/g,
1,28*10%g, 1,28*10" UFC/g si 1,28*10° UFC/g pregatite in prealabil prin dispunerea, in
conditii aseptice, a 20 pl suspensie probiotic pe discuri de hartie de filtru sterile (d=6 mm).
Discurile au fost ulterior repartizate pe suprafaja mediului de cultura. Tn continuare placile
Petri au fost incubate in conditii optime pentru cresterea bacteriei testate pentru o perioada de
24 de ore. Dupa incubare, placile Petri au fost examinate in vederea determindrii zonelor de
inhibitie in care bacteria nu a crescut, zone care se prezintd sub forma de halouri in jurul
discurilor de hartie. Exprimarea rezultatelor privind rezistenta microorganismului testat s-a
facut in functie de zona de inhibitie masuratd in milimetri. in general, microorganismul testat
este considerat foarte sensibil dacd zona de inhibitie este > 30 — 35 mm in diametru, sensibil
daca zona de inhibitie este intre 20 si 30 mm in diametru sau rezistent daca zona de inhibitie
este <15-20 mm.
Rezultatele experimentale sunt prezentate in tabelul 1 si au demonstrat faptul ca tulpinile de
Bacillus licheniformis (DSM 5749} si Bacillus subtilis (DSM 5750) prezintd activitate
antimicrobiana fata de tulpina de A. hydrophila, fapt evidentiat prin haloul dezvoltat in jurul
discurilor de hartie.

Combinatiile testate conform exemplului 1si rezultatele obtinute:

Tulpina Concentratia Concentratia Concentratia | Concentratia
Aeromonas produsului produsului produsului produsului
hydrophila (AH) probiotic probiotic probiotic probiotic
utilizata 1,28*10° 1,28%10° 1,28%10’ 1,28*10°
UFC/ml UFC/ml UFC/ml UFC/ml
Inundare placa
Agar cu 100 ul Sensibil Sensibil Sensibil Rezistent
AH, concentratia
de 0,5 Mc Farland
Inundare placa
Agar cu 100 “! Sensibil Sensibil Sensibil Rezistent
AH, concentratia
de 1 Mc Farland
Inundare placa
Agar cu 100 Rezistent Rezistent Rezistent ; Rezistent

AH, concentratia
de 2Mc Farland ]

Exemplul 2. Experiment in vivo privind efectul de stimulare a raspunsului imun al gazdei.
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Experimentul a urmdrit testarea efectului acestui probiotic asupra puietului de crap sub
aspectul performantei de crestere si stirii fiziologice. Alaturi de probioticul BioPlus® 2B au
mai fost testate incd alte 2 probiotice, fiecare variantd experimentald fiind organizatd pe trei
replici iar probioticul comercial fiind aditionat in furajul granulat in aceeasi concentratie,
astfel:
I variantd experimentala - V1 - lot martor, hranit cu furaj granulat tratat doar cu
liantul de fixare a probioticului (insa fara probiotic)
A ll-a variantd experimentald - V2 - lot tratat cu probioticul BioPlus® 2B (uz
veterinar), aditionat intr-o concentratie de 3,2 x 10° CFU/kg furaj;
A lll-a variantd experimentald - V3 - lot tratat cu probioticul P1 (uz veterinar),
aditionat intr-o concentratie de 3,2 x 10° CFU/kg furaj;
0 A 1V-a variantd experimentald - V4 - lot tratat cu probioticul P2 (uz uman), aditionat
intr-o concentratie de 3,2 x 10° CFU/kg furaj;
Experimentul s-a derulat pe o perioada de 35 de zile, ratia zilnicd de furaj administrata a fost
3,5 % din greutatea totala a biomasei piscicole.
Rezultatele au aratat faptul ca in cele trei tratamente experimentale cu probiotice s-au obtinut
sporuri de crestere semnificative (fig. 1), in conditiile unei supravietuiri de 100% in toate
subvariantele.
Sporul de crestere al biomasei de culturd a inregistrat valori mai mari la variantele tratate cu
aditivi probiotici, sporul de crestere cel mai mic a fost in varianta martor (subvarianta sv2), iar
cel mai mare spor de crestere a fost obtinut in varianta cu probiotic BioPlus® 2B. De
asemenea. cei doi indicatori tehnologici - rata cresterii specifice (SGR) si coeficientul de
conversie a hranei (FCR) — aratd cele mai mari valori pentru varianta tratamentului cu
probioticul BioPlus® 2B (fig. 3)
Pentru evidentierea stimuldrii raspunsului imun, a fost analizat tabloul sanguin deoarece
deoarece prin caracterizarea profilelor eritrocitar si leucocitar, mai precis prin stabilirea
formulei leucocitare, putem obtine rapid o serie de date privind modificarile cantitative ale
unor elemente celulare cu rol in apararea nespecificd a organismului: granulocitele, fagocitele
mononucleare si mastocitele. Aceste celule au un rol imunitar insemnat datorita activitatii
fagocitare si a colaboréarii cu celule limfocitare care executd recunoasterea specificd a
antigenului reprezentat de substantele strdine (virusuri, bacterii, toxine, ecto si endoparaziti
etc.). Activitatea lor este deosebit de importantd deoarece sunt raspandite, practic, in tot
organismul si sunt usor de mobilizat, iar foarte multe dintre ele au actiune fagocitara si
elaboreaza enzime digestive puternice.
Astfel, in fig 4, 5 si 6 sunt indicate variatiile parametrilor hematologici: hemoglobina,
hematocrit si numdr de eritrocite.
In ceea ce priveste evolutia tabloului leucocitar, putem aprecia ca stimularea raspunsului imun
s-a realizat prin stimularea numarului de limfocite (limfocitoza), insotitd de o usoari scadere a
granulocitelor neutrofile (neutropenie), conform fig. 7 si 8.
Procedeul conform inventiei conduce la urmatoarele avantaje:
- permite obtinerea unor sporuri de crestere superioare a biomasei de cultura
- stimuleaza sistemul imunitar al pestilor
- are avizul utilizarii la animalele terestre in Comunitatea Europeana, speciile de
Bacillus fiin apreciate ca specii probiotice rezistente la diferite conditii de mediu
- simplitate tehnologica si pret de cost scazut
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REVENDICARE

Procedeu tehnologic de tratarea a biomasei de culturad ciprinicole cu un produs probiotic de uz
zootehnic aditivat furajului administrat intr-o concentratie de 3,2-3,84*10° UFC/kg furaj
probiotice si care permite obtinerea unei productii superioare (cresterea sporului mediu zilnic
cu 5-40 % fatd de martor) si biosecurizarea sistemului recirculant de crestere prin stimularea
sistemului imun al pestilor.
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Fig.3. Variatia coeficientului de conversie a hranei (FCR)
si a ratei cresterii specifice (SGR)
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Fig. 5. Evolutia hematocritului
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Variante experimentale
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Leucograma in varianta de control
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