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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku sg nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus casei
eub1B, Lactobacillus salivarius eub2B oraz Lactobacillus sakei eub3B do ograniczania rozwoju choro-
botwoérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostridium perfringens, wystepujacych w organi-
zmach zwierzat dzikich i hodowlanych oraz w $rodowisku ich bytowania, szczegélnie w odniesieniu do
miodych osobnikéw bydta, owiec, kéz, jeleni i saren.

Wynalazek obejmuje takze preparaty i kompozycje probiotyczne, ktére w swoim skfadzie zawie-
rajg nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus casei eub1B. Lactobacillus salivarius
eub2B oraz Lacfobacillus sakei eub3B oraz zastosowania nowych szczep6w bakterii fermentacji mle-
kowej Lactobacillus casei eub1B. Lactobacillus salivarius eub2B oraz Lacfobacillus sakei eub3B do
produkcji preparatu probiotycznego do zabezpieczenia zwierzat przed chorobotwdrczymi bakteriami
E. coli i C. perfringens oraz do dezynfekcji powierzchni ich ciat, a takze pomieszczen inwentarskich
Srodkami zawierajgcymi komérki i/lub metabolity tych kompozycji.

Pod pojeciem probiotyku rozumie sie produkt zawierajgcy aktywne formy bakterii probiotycz-
nych, ktéry wplywa korzystnie na zdrowie zwierzat. Pod terminem ,korzystny wptyw” rozumie sie
ograniczenie biegunek i choréb przewodu pokarmowego wywotanych patogennymi mikroorganizmami
z gatunkoéw E. coli i C. perfringens, lepszg ogblng kondycje zwierzat i inne korzystne efekty spozywa-
nia probiotyku. Termin probiotyk obejmuje preparaty samych komoérek bakteryjnych, preparaty komé-
rek bakteryjnych wraz z dodatkami, premiksy i inne dodatki paszowe zawierajgce probiotyczne bakte-
rie, a takze pasze zawierajgce probiotyczne szczepy.

Zakazenia zwierzat hodowlanych chorobotwérczymi mikroorganizmami stanowig gtéwng przy-
czyne strat ekonomicznych oraz w powaznym stopniu utrudniajg zapewnienie bezpieczernstwa biolo-
gicznego zywnosci w przemysle przetworczym. Przewazajgca cze$¢ zakazen bakteryjnych u zwierzat
dotyczy ich przewodu pokarmowego i objawia sie stanami zapalnymi jelit i biegunkami. U cielat,
w pierwszym miesigcu zycia, az 70% upadkoéw jest spowodowanych ostrymi biegunkami. Wéréd naj-
grozniejszych drobnoustrojéow chorobotwérczych atakujgcych przewdd pokarmowy zwierzat przezuwa-
jgcych, szczegblnie bydta, sg enterotoksyczne szczepy bakterii z gatunku Escherichia coli, w tym
szczegblnie szczep ETEC wytwarzajgcy niebezpieczng toksyne STa, wywotujgcg zmiany chorobowe
w enterocytach jelita cienkiego (Kolendra i in. 2015). Bakterie te atakujg cieleta szczegélnie w pierw-
szych dniach po urodzeniu. Skutkiem ataku bakteryjnego jest biegunka sekrecyjna wywotania zabu-
rzeniami transportu elektrolitéw w obrebie nabtonka jelitowego. Inwazji bakterii z grupy coli towarzyszy
czesto atak rotawiruséw. Choroba objawia sie szybkim odwodnieniem organizmu zwierzecia, koncza-
cym sie czesto Smiercig zwierzecia.

Wséréd groznych patogendéw wykrywanych u przezuwaczy wymieniane sg takze szczepy z ga-
tunku Clostridium perfringens. Szczepy te u przezuwaczy powodujg krwotoczne zapalenie jelit, ktdre
jest konsekwencjg produkciji alfatoksyny, zwigzku o aktywnos$ci fosforylazy C i sfmgomielinazy. Choro-
ba ta wystepuje zwtaszcza u miodych zwierzat, szczegélnie cielgt, jagniat i kozlat (Ryputa i in. 2012).

Dotychczas w ochronie zwierzat przed patogenami stosowano ostone antybiotykowg. Antybio-
tyki, podawane z paszami, petnity podwéjng role — chronity zwierzeta przed inwazjg patogenodw i jed-
noczesénie stymulowaty wzrost zwierzat. Masowe stosownie antybiotykéw spowodowato jednak poja-
wienie sie antybiotyko-opornych szczepdw patogennych bakterii, co doprowadzito do wydania zakazu
stosowania antybiotykdw w zywieniu zwierzat na terenie UE.

Role antybiotykéw w zywieniu zwierzat przejmujg obeCN1e probiotyki. Terminem tym okresla
sie produkty zawierajace bakterie, ktére podane w odpowiedniej iloSci, wywierajg korzystny wptyw na
dobrostan zwierzat, ktérym zostaty podane. Dzieki stosowaniu probiotykéw mozna ograniczy¢ liczbe
zachorowan i ztagodzié ich przebieg, stymulowac¢ szybszy wzrost zwierzecia, osiggaé lepsze wykorzy-
stanie paszy i poprawia¢ ogo6ing kondycje zwierzat. Zdecydowana wiekszo$¢ bakterii probiotycznych
nalezy do grupy bakterii fermentacji mlekowej, takich rodzajéw jak Lactobacillus, Bifidobacterium,
Pediococcus, Streptococcus i Enterococcus. W wyniku intensywnych badan i eksperymentéw zywie-
niowych na zwierzetach uzyskano bogatg wiedze na temat mechanizméw oddziatywania probiotykéw
na zwierzeta (Gaggia i in. 2010). Jedng z najwazniejszych aktywnosci probiotycznych wykorzystywa-
nych w praktyce hodowlanej jest zdolno$¢ do hamowania wzrostu i redukgcji liczebno$ci komérek bak-
terii chorobotwérczych. Antagonistyczne dziatanie probiotycznych bakterii fermentacji mlekowej
w stosunku do patogenéw bakteryjnych moze byé efektem syntezy substanciji antybakteryjnych. kolo-
nizacji $cian przewodu pokarmowego zwierzat i tym samym niedopuszczania do ich kolonizacji przez
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bakterie chorobotwércze, aglomerowania komoérek bakterii probiotycznych z komérkami bakterii pato-
gennych i ich usuwaniem z przewodu pokarmowego wraz z katem oraz konkurencji 0 substancje po-
karmowe. Aktywno$¢ hamujgca oraz béjcza w stosunku do patogendéw wynika najczes$ciej z produko-
wania przez bakterie fermentacji mlekowej substancji hamujgcych lub zabijajgcych bakterie chorobo-
twércze, jak bakteriocyny, nadtlenek wodoru, aldehyd octowy, kwasy organiczne i inne metabolity.

Aktywnos$é antagonistyczng wykrywa sie w testach laboratoryjnych wykonywanych metodami
dyfuzyjnymi. Pojawienie sie stref przejasnien wokdt punktu naniesienia testowanych bakterii fermenta-
cji mlekowej $wiadczy o aktywnosci antybakteryjnej badanego szczepu/izolatu. Im wieksza jest $red-
nica strefy przejasnienia, tym silniejsza jego aktywno$¢é antybakteryjna.

W praktyce do zwalczania bakterii chorobotwérczych wykorzystywane sg preparaty zawierajgce
pojedyncze gatunki bakterii probiotycznych lub ich kompozycje. W technice znanych jest szereg roz-
wigzan opisujgcych wykorzystanie bakterii probiotycznych do zwalczania E. coli i C. perfringens.

Rozwéj wiedzy na ten temat doprowadzit do pojawienia sie wielu rozwigzan technicznych wyko-
rzystujgcych probiotyki do zwalczania chorobotwérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostri-
dium perfringens u przezuwaczy.

W rozwigzaniu znanym z opisu US2013115328 przedstawiono mikrokapsutkowany probiotyk do
zwalczania bakterii chorobotwoérczych Escherichia coli O157:H7 u cielat. W sktad tego probiotyku
wchodzi co najmniej jeden z izolatéw bakterii nalezacych do gatunku Lactobacillus paracasei, L. aci-
dophilus, L. rhamnosus, Bifidobacterium animalis i B. bifidum. Do kapsutkowania bakterii zastosowano
karagen. Podano, Ze probiotyczne bakterie, dozowane w ilosci 101 jtk/dzien do odcinka przewodu
pokarmowego za zwaczem. wywotujg u przezuwaczy redukcje liczebno$ci bakterii Escherichia coli.
Bakterie probiotyczne sg nanoszone na powierzchnie dziennej porcji paszy lub wstrzykniete analnie
do przewodu pokarmowego zwierzecia. Probiotyk jest przeznaczony dla kréw, owiec, k6z i jeleni.

Z opisu WO2005009139 znany jest probiotyk wykazujgcy antagonistyczne dziatanie wobec pa-
togennych E. coli O157:H7.W tym przypadku do zwalczania tego patogena u kréw zastosowano pro-
biotyczne bakterie Enterococcus podawane indywidualnie lub w kompozycji z Lactobacillus acidophi-
lus i Enterococcus faecium SF-273. Probiotyk ten obniza liczebno$é patogenéw, co najmniej o dwa
cykle logarytmiczne. Dzienna dawka tego probiotyku wynosi 107-=1072 jtk dziennie w przeliczeniu na
zwierze. Zastosowanie E. faecium F-273 opisano takze w patencie US20050084483. Antagonistyczne
dziatanie wobec patogennych E. coli O157:H7 u bydta wykazaty tez bakterie probiotyczne Enterococ-
cus faecium SF-273 i SF-301 i Lactobacillus acidophilus, co opisano w zgtoszeniu US2005084483.

W patencie CN1703146 do zwalczania infekcji bakterii chorobotwérczych u przezuwaczy,
a szczegOblnie patogennych E. coli O157:H7, zaproponowano dtugg liste probiotycznych szczepow
z rodzaju Bifidobacterium, Lactobacillus, Pediococcus i Streptococcus, szczegblnie zas probiotyczny
szczep Lactobacillus acidophilus LA51 i LA45. Bakterie mlekowe mogg byé podawane indywidualnie
lub w potgczeniu ze sobg lub z Propionibacterium freunderreichii. Ta sama grupa autoréw ujawnita
dodatkowe rozwigzania w opisie US2014286919 tgczac probiotyczny szczep Lactobacillus animalis
LA51 z bakteriami Propionobacterium freundenreichii P9, P42 i P24, wykazujacymi zdolnos¢ do fer-
mentacji laktozy. Réwniez ten probiotyk jest przeznaczony do ochrony bydta.

W innym opisie patentu koreanskiego K.R101164512 przedstawiono kompozycje probiotyczng
dla bydta, w tym cielat, sktadajgca sie ze szczepbéw bakterii fermentaciji mlekowej, nalezacych do ro-
dzaju Lactobacillus, Bifidobacterium i Pediococcus. ktére wykazujg zdolnos¢ zwalczania w przewodzie
pokarmowym zwierzat chorobotwérczych bakterii Salmonella gallinarium, S. entcritidis, S. typhimu-
rium, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni i Clostridium perfringens. Probio-
tyk zawiera 10710 jtk/g i jest podawany w ilosci 1019-10"3 jtk/zwierze.

Do hamowania Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella, Listeria monocytogenes
i Vibrio u bydta, owiec, kéz, bizonéw, bawotéw, zyraf i wielbtgdoéw, a szczegblnie kréw. zastosowano
probiotyczny szczep bakterii Lactobacillus PTA-5249. ujawniony w opisie US7323166 i zdeponowa-
nowany w kolekcji ATCC.

W rozwigzaniu znanym z opisu CN102373172 do zwalczania bakterii Salmonella i E. coli
u zwierzat gospodarskich uzyto szczepu Enterococcus faecium CGMCC 5058.

W opisie RU2246537 do zwalczania patogennych bakterii E. coli zaproponowano szczep bakte-
rii Bacillus subtilis VKM B-2287, natomiast w rozwigzaniu MX2014012098 do niszczenia chorobotwér-
czych bakterii E. coli i Clostridium perfringens 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. Z kolei w opisie RU2231362 do niszczenia patogendw u cielat za-
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stosowano bakterie z rodzaju Bifidobacterium. Niektére kompozycje probiotyczne dla przezuwaczy
zawierajg stosunkowo rzadko stosowne gatunki bakterii, jak przyktadowo w patencie RU2260043,
w ktérej obok Lacfobacillus acidophilus wystepujg jeszcze Ruminococcus flarefaciens, Clostridium
cellohioparum i Propionibacterium acnes. Podobnie w opisie CN104363769 do zwalczania biegunek
u bydta, owiec, koni, $win i drobiu uzyto szczepu Faecalibacterium prausnitzii. Oryginalne podej$cie
do probiotycznych izolatéw prezentuje rozwigzanie ujawnione w opisie US2007009577, ktére obejmu-
je nieokreslone gatunkowo izolaty z przewodu pokarmowego zwierzgt, pasz spozywanych przez zwie-
rzeta, np. trawy, i $rodowisk przebywania kréw, owiec i k6z, ale takze dzikich zwierzat afrykanskich,
jak bawoty, antylopy, a takze jeleni, tosi i lam.

Wsréd probiotycznych szczepbéw wykorzystywanych do zwalczania enteropatogennych i entero-
toksycznych bakterii E. coli wykorzystywany jest takze szczep szczep L. casei ATCC PTA-3945,
przedstawiony w opisie CA2520178. Z kolei Lactobacillus johnsonii D115 wykazuje antagonistyczng
aktywno$¢ wobec wielu gatunkdéw bakterii patogennych, w tym wobec E. coli i Clostridum perfringens,
Co przedstawiono w opisie AU2008245685.

Kompozycje ztozong z Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium longum, Bacillus subtilis
i B. licheniformis zastosowano do ochrony sanitarnej bydta i drobiu, co przedstawiono w opisie
CN101368165. W opisie CN103636923 do zwalczania bakterii chorobotwérczych z gatunku E. coli
wykorzystano bakterie Bacillus coagulans CGMCC5233. Probiotyk zawierajgcy ten szczep uzyskano
na drodze fermentacji w podtozu statym ztozonym z wielu sktadnikéw roslinnych, w tym otrebéw ryzo-
wych, maki sojowej i ekstraktu stodowego.

Obok wymienionych szczepéw do zwalczania chorobotwérczych szczepbw E. coli stosuje sie
takze takie szczepy probiotyczne. jak Lactobacillus casei KEO1. ujawniony w opisie US6797266, oraz
Lactobacillus murinus, L. pentosus, L. salivarius i Pediococcus pentosaceus, ujawnione w opisie
US8603461. Szczepy te wprowadzane sg do przewodu pokarmowego zwierzat z paszg.

Opisy bakterii probiotycznych dziatajgcych antagonistycznie wobec bakterii Escherichia coli
mozna znalez¢ takze w patentach opublikowanych przez Urzad Patentowy RP. W opisie PL 209987
przedstawiono charakterystyke probiotycznego szczepu Lactobacillus casei tOCK 0915. zdeponowa-
nego w Kolekcji Czystych Kultur Przemystowych tOCK pod numerem £tOCK 0915 oraz w Zaktadzie
Mikrobiologii Molekularnej Narodowego Instytutu Lekéw pod numerem depozytu 08/01/2012. Szczep
ten wykazuje zdolnos¢ do zwalczanie patogennych E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis,
S. Enteritidis, S. Typhimurium, L. monocytogenes i C. jejuni. W opisie PL 209986 scharakteryzowano
inny szczep L. casei tOCK 0908,. ktéry wykazuje aktywnos¢ wobec E. coli i grupy innych bakterii cho-
robotwérczych.

Przyktady zwalczania chorobotwérczych E. coli i C. perfringens u przezuwaczy przez probio-
tyczne bakterie opisano takze w literaturze naukowej. Niewatpliwie gtéwnym zagrozeniem zdrowia dla
przezuwaczy wsérdéd chorobotwérczych patogenéw jest E. coli O157: H17 (Lejeune i in. 2007). Drob-
noustroje zawarte w probiotykach majg zdolno$¢ do szybkiego namnazania sie w przewodzie pokar-
mowym zwierzgt, konkurujac z enterotoksycznymi szczepami E. coli i innymi bakteriami patogennymi,
stabilizujg kwasowos¢ przewodu pokarmowego i zmniejszajg Smiertelno$¢ oraz czesto$é wystepowa-
nia biegunek (Von Buenau i in. 2005, Timmerman i in. 2005). Ponadto powodujg poprawe strawnosci
sktadnikéw pokarmowych pasz, wytwarzajg substancje o dziataniu antybiotycznym, zwiekszajg aktyw-
nos¢ enzyméw jelitowych, redukujg toksyczne aminy biogenne oraz obnizajg stezenie amoniaku
w przewodzie pokarmowym i we Krwi.

Stosowanie dodatkéw probiotycznych jest szczegdinie wskazane w poczatkowym okresie zycia
cielgt ze wzgledu na modyfikacje i stabilizacje mikroflory przewodu pokarmowego, co zapobiega za-
kazeniom jelit, poprawia smakowito$¢ karmy, wspomaga procesy trawienia i odpornos¢ organizmu,
przys$piesza rozwo0j przedzotgdkéw oraz poprawia przyrosty masy ciata. Wykazano, ze probiotyki po-
dawane dorostemu bydtu optymalizujg funkcje zwacza, poprawiajg wykorzystanie weglowodanow
strukturalnych, stymulujg produkcje lotnych kwaséw ttuszczowych, co prowadzi do wzrostu koncentra-
cji thuszczu w mleku, poprawiajg takze zdrowotno$¢ krow oraz wskazniki rozrodu (Adams i in. 2008,
Sauvant 2009).

W publikacji Newbolda (1995) opisano uzycie probiotycznych bakterii mlekowych do zwalczania
choréb przewodu pokarmowego u zwierzgt przezuwajacych wywotanych przez enteropatogenne
szczepy Escherichia coli. Wérod korzysci ze stosowania probiotykéw u cielat i jagnigt, szczego6inie
zawierajgcych bakterie Lactobacillus, wymieniono redukcje miana coli, hamowanie biegunek, a takze
wieksze pobieranie paszy, zwiekszenie przyrostéw ciata i mniejszg $miertelnosé.
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Frizzo i in. (2011) dokonali meta analizy wptywu probiotykéw na mikrobiote przewodu pokar-
mowego mtodych cielat i wykazali, ze wprowadzenie do diety probiotycznych szczepdéw bakterii fer-
mentacji mlekowej hamuje rozwoj patogendw, co zapobiega biegunkom i poprawia wzrost cielat. Profi-
laktyka probiotyczna jest szczegdlnie wazna dla zdrowia zwierzat w pierwszych tygodniach po poro-
dzie. Najczesciej podawanymi produktami probiotycznymi sg preparaty mleko-zastepcze i startery
zawierajgce bakterie z rodzaju Lactobacillus, Enterococcus i Bifidobacterium. Opis sposobu izolacji
i skriningu bakterii mlekowych o wiasciwosciach probiotycznych przeznaczonych dla bydta mlecznego
przedstawiono w publikacji Nader-Macias i in (2008). Podanie mtodym jagnietom preparatéw zawiera-
jacych probiotyczne bakterie fermentacji mlekowej pozwolito na redukcje rozprzestrzeniania sie pato-
gennego szczepu E. coli O157:H7 (Lema i in. 2001). Do zwalczania patogennych szczepbéw Clostri-
dium perfringens u zwierzat zalecane sg probiotyczne szczepy z rodzaju Lactobacillus, Enterococcus.
Pediococcus, Streptococcus i Bacillus (Allaart i in. 2013).

W ostatnich dwoéch dekadach na rynkach $wiatowych pojawito sie szereg produktéw probio-
tycznych dla zwierzat przezuwajgcych, przeznaczonych do zwalczania bakterii chorobotw6rczych.
Mimo rosngcej oferty problem bezpieczenstwa biologicznego hodowli zwierzat nie zostat definitywnie
rozwigzany. Przyczyng tego jest duza naturalna zmienno$é genetyczna bakterii chorobotwérczych
i bakterii probiotycznych. Dodatkowo efekt antagonizmu miedzy mikroorganizmami jest zalezny od
opornosci patogena na metabolity wytwarzane przez bakterie probiotyczne. Wrazliwos$¢ ta jest zmien-
na i po diuzszym stosowaniu probiotykédw na danym terenie pojawiajg sie szczepy patogenéw odpor-
ne na biobdjcze czynniki wytwarzane przez mikroorganizmy probiotyczne. Wystepuje tu petna analo-
gia do uodparniania sie bakterii chorobotw6rczych na antybiotyki. Oznacza to. ze dla ochrony zwierzat
konieczne jest nieustanne poszukiwanie nowych szczepéw bakterii probiotycznych wykazujgcych
antagonistyczng aktywno$¢ wobec patogendéw wystepujacych aktualnie na danym terenie. Problemem
jest dostosowanie odpowiednich probiotykéw do lokalnie wystepujgcych szczepéw drobnoustrojéw
chorobotworczych.

Rozwigzaniem problemu jest znalezienie nowych szczepdéw mikroorganizméw probiotycznych.
bezpiecznych dla zwierzat i ludzi, ktére majg zdolno§é hamowania, a nawet niszczenia, patogendw
aktualnie wystepujacych na danym obszarze.

W celu pozyskania nowych szczepbéw przeprowadza sie procedure izolacji mikroorganizmow
z naturalnych zrédet oraz skrining pod katem aktywno$ci pozyskanych izolatéw wobec bakterii wskaz-
nikowych, ktérymi sg szczepy bakterii chorobotwérczych aktualnie wystepujace w fermach zwierzat
hodowlanych lub w $rodowisku bytowania zwierzat dzikich. Dla pozyskania skutecznych szczepow
bakterii probiotycznych konieczne jest prowadzenie skriningu izolatéw bakterii probiotycznych wobec
patogenéw wystepujgcych w danym momencie na obszarze, na ktérym ma by¢ przeprowadzana
ochrona zwierzat przed tymi patogenami.

Idgc za tym tokiem rozumowania przeprowadzono skrining bakterii fermentacji mlekowej wyizo-
lowanych z ferm wobec chorobotwoérczych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clostridium perfringens
zebranych aktualnie z terenu Polski i nieoczekiwanie odkryto nowe szczepy bakterii fermentacji mle-
kowej zdolne do hamowania wzrostu i niszczenia tych patogenéw. Szczegélnie silng aktywnos$¢
w stosunku do patogennych dla bydta bakterii wykazaly szczepy Lactobacillus casei eub1B, Lactoba-
cillus salivarius eub2B oraz Lactobacillus sakei eub3B.

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej o wtasciwosciach probiotycznych Lactobacillus ca-
sei eub1B wedtug wynalazku charakteryzuje sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA kodujgcego
gen 16S rRNa, okres$lajgca jego przynaleznosé gatunkowg wskazang pod numerem 1 w wykazie se-
kwencji nukleotydowych.

Nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej o wiasciwosciach probiotycznych Lactobacillus sa-
livarius eub2B wedtug wynalazku charakteryzuje sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA kodujgce-
go gen 16S rRNa, okre$lajgcg jego przynaleznosé gatunkowa wskazang pod numerem 2 wykazu se-
kwencji.

Nowy szczep bakterii fermentaciji mlekowej o wtasciwosciach probiotycznych Lactobacillus sa-
kei eub3B wediug wynalazku charakteryzuje sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA kodujgcego
gen 16S rRNa. okre$lajacg jego przynalezno$é gatunkowag wskazang pod numerem 3 wykazu se-
kwencji.

Wymienione szczepy zostaty zdeponowane w depozycie patentowym Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw we Wroctawiu pod numerami akcesyjnymi:

Lactobacillus casei eub1B = Lacfobacillus casei PKM B/00103
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Lactobacillus salivarius eub2B = Lactobacillus salivarius B/00102
Lactobacillus sakei eub3B = Lactobacillus sakei B/00101

Nowe, nieznane i nieopisane szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lacfobacillus casei
eub1B, Lactobacillus salivarius eub2B oraz Lactobacillus sakei eub3B wedtug wynalazku wykazujg
aktywno$é antagonistyczng wobec chorobotwérczych szczepbéw bakterii Escherichia coli i C. per-
fringens.

W poszukiwaniu nowych szczepbw bakterii probiotycznych przyjeto trzy zatozenia: (1) do
izolacji bedzie pobierany materiat od zdrowych osobnikéw zwierzat nalezgcych do grupy, ktéra ma
by¢ chroniona, w tym przypadku przezuwaczy, (2) pozyskiwane bedg selektywnie izolaty nalezgce
do bakterii fermentacji mlekowej zaliczanych do grupy GRAS (generally recognized as safe) oraz
(3) w stosowanie w testach skriningowych wytgcznie chorobotwérczych szczepéw bakterii E. coli
i C. perfringens pobranych aktualnie przez stuzby weterynaryjne od chorych zwierzat z ferm zloka-
lizowanych na terenie Polski.

Korzystnie izolacja bakterii polegata na pobraniu probek katu, korzystnie smoétki oraz wymazéw
z pyskow cielat, a takze $ciotki a nastepnie na namnozeniu tych bakterii na pozywce MRS. selektyw-
nie wspomagajgcej wzrost bakterii fermentacji mlekowej. Nastepnie z otrzymanych kolonii wyprowa-
dzono monokultury tych izolatéw. W ten sposéb uzyskano bank monokultur bakterii mlekowych wyizo-
lowanych ze $srodowiska zwierzat. Nastepnie przeprowadzono procedure skriningowa majgcg na celu
wylonienie sposréd pozyskanych izolatow bakteryjnych tych, ktére wykazujg zdolno$é niszczenia cho-
robotwdérczych szczepw bakterii Escherichia coli i C. perfringens.

Korzystnie szczepy chorobotwércze E. coli i C. perfringens, wobec ktérych testowano izolaty
bakterii mlekowych, pozyskano od weterynarzy z ré6znych czesci Polski, ktérzy pobrali je od zwierzat
zaatakowanych przez enteropatogenne bakterie E. coli i C. perfringens.

Procedura skriningu polegata na wysianiu chorobotwérczych szczepéw bakterii E. coli i C. per-
fringens na pozywce umieszczonej na plytkach Petriego. a nastepnie naniesieniu na nie punktowo
komoérek badanego izolatu. Po wspdinej inkubaciji obu mikroorganizméw na ptytkach przez okres co
najmniej 24 godzin mierzono $rednice powstatych stref przejasnien. Strefa przejasnienia oznacza, ze
komorki badanego izolatu bakterii mlekowych wykazujg zdolno$¢ niszczenia komérek bakterii choro-
botwérczych, a wiec wykazujg dziatanie antagonistyczne wobec tych patogenéw. Izolaty te wybierano
do dalszych badan majacych na celu ustalenie czy mogg by¢ one zastosowane w ochronie zwierzat
przed patogenami, wptywajac korzystnie na dobrostan zwierzat.

Kolejnym krokiem w badaniach byfa identyfikacja przynaleznoéci taksonomicznej szczepbéw
najaktywniejszych spos$rod wyizolowanych wobec patogennych E. coli i C. perfringens. Korzystnie
identyfikacje przynaleznosci gatunkowej izolatéw oparto na sekwencjonowaniu genu 16S rRNA
izolatéw. Zidentyfikowane izolaty zdeponowano w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw we Wrocta-
wiu. Przynalezno$¢ gatunkowa nowych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej zostata potwier-
dzona co najmniej 97% homologig do sekwencji 16S rRNA danego gatunku.

Wsréd korzystnych cech bakterii probiotycznych wymienia sie: oporno$¢ na niskie pH, gwaran-
tujgca przejécie bakterii do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowego; oporno$é na sole zétciowe,
gwarantujgcg przezycie bakterii w obecnosci sokéw trzustkowych; zdolnos¢ adhezji do Scian jelit,
zwiekszajgcg czas przebywania bakterii probiotycznych w przewodzie pokarmowych zwierzat.

Aby wykazaé oporno$é pozyskanych szczepdw na niskie pH zbadano ich przezywalnos¢ w $ro-
dowisku o pH 2.0. Wykazano, ze 2 h inkubacje w tych warunkach przezyty szczepy Lactobacillus ca-
sei eub1B, Lactobacillus salivarius eub2B oraz Lacfobacillus sakei eub3B.

Nastepnie przeprowadzono test opornosci na sole zéiciowe, polegajacy na inkubacji pozy-
skanych szczepéw przez 4 h w $rodowisku zawierajgcym 3% dodatek soli zétciowych. Korzystnie
wykazano, ze test ten przezywaly szczepy Lactobacillus casei eub1B. Lactobacillus salivarius
eub2B oraz Lactobacillus sakei eub.3B. Wszystkie badane szczepy byly zatem oporne na niskie
pH i dziatanie soli kwaséw zé6tciowych (wytrzymywaty warunki zblizone do panujgcych w przewo-
dzie pokarmowym).

Kolejne badania objety okre$lenie wtasciwosci adhezyjnych bakterii do mucyny $winskiej. Test
ten pozytywnie przeszty szczepy Lactobacillus casei eub1B. Lactobacillus salivarius eub2B oraz Lac-
tobacillus sakei eub3B.

Biomasa komoérkowa szczepbw bakterii probiotycznych. wchodzacych w skiad kompozyciji,
moze by¢ otrzymywana w wyniku namnozenia komérek w pozywkach ciektych lub péistatych
o sktadzie dostosowanym do wymogow kultur bakterii fermentacji mlekowej. Korzystnie w skfad
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podtoza hodowlanego powinien wejs¢ jeden z mono- lub disacharydéw, organiczne zrédto azotu
zawierajgce aminokwasy i krotkie peptydy, witaminy z grupy B i potrzebne sole mineralne. Przy-
ktadowo, 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 stabilizowanie pH pozywki do poziomu
powyzej 5.0. Hodowle bakterii wchodzgcych w skfad kompozycji prowadzi sie w warunkach beztle-
nowych lub wzglednie beztlenowych w temperaturze 30-42°C, korzystnie 35-37°C. Po zakohcze-
niu hodowli korzystnie jest wydzieli¢ komorki z ciektego podtoza przez wirowanie lub mikrofiltracje
i uzyskaé w ten sposéb koncentrat komérkowy, ktéry nastepnie moze byé utrwalany przez zamro-
zenie lub wysuszenie. W przypadku hodowli bakterii w podtozu pétstatym/statym, w ktérym aktyw-
no$é wody wynosi powyzej 0,95, bakterie suszy sie lub zamraza z catym podiozem.

Probiotyk do zwalczania patogennych szczepéw bakterii Escherichia coli u zwierzat przezu-
wajgcych, zwtaszcza cielgt wedtug wynalazku zawiera nowy szczep bakterii Lactobacillus sakei
eub3B. Korzystnie, jego posta¢ aplikacyjna zawiera w jednym gramie co najmniej 106 jtk, korzyst-
nie 105-10"" jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepdw bakterii Clostridium perfrin-
gens u zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielgt wedtug wynalazku zawiera nowy szczep bakterii
fermentacji mlekowej Lactobacillus casei eub1B i/lub Lactobacillus salivarius eub2B. Szczepy bakterii
fermentacji mlekowej wchodzgce w sktad kompozycji probiotycznej mogag byé stosowne jako szczepy
alternatywne, wymienialne w danej kompozycji w razie ataku wirusowego. Postaé aplikacyjna kompo-
zycji zawiera w jednym gramie, co najmniej 10° jtk, korzystnie 10°-10"" jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepdw bakterii Escherichia coli i Clo-
stridium perfringens u zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielgt wedtug wynalazku zawiera nowe
szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus sakei eub3B i Lactobacillus casei eub1B i/lub
Lactobacillus salivarius eub2B. Szczepy bakterii fermentacji mlekowej wchodzace w sktad kompozyciji
probiotycznej mogg by¢ stosowne jako szczepy alternatywne, wymienialne w danej kompozycji
w razie ataku wirusowego. Posta¢ aplikacyjna kompozycji zawiera w jednym gramie, co najmniej
108 jtk, korzystnie 109-10"" jtk.

Zastosowanie kompozycji probiotycznej do zwalczania patogennych szczepbw bakterii Escheri-
chia coli illub Clostridium perfringens wediug wynalazku polega na produkcji preparatu probiotycznego
zawierajgcego nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus casei eub1B i/ lub Lactoba-
cillus salivarius eub2B i/lub Lacfobacillus sakei eub3B i podawaniu go zwierzetom przezuwajgcym,
zwlaszcza cieletom w celu ograniczania rozwoju chorobotwérczych szczepdw bakterii Escherichia coli
i Clostridium perfringens. Kompozycja probiotyczna jest podawana zwierzetom doustnie, wziewnie lub
doodbytniczo w ilosci co najmniej 107—10° jtk/kg masy ciata zwierzecia dziennie, korzystnie 108 jtk/kg
masy ciata zwierzecia dziennie. Korzystnie, kompozycja probiotyczna jest podawana zwierzetom do-
ustnie razem z wodg, mlekiem, preparatami mlekozastepczymi, paszg, dodatkami paszowymi lub
w formie specjalnych preparatéw bakteryjnych.

Zastosowanie kompozycji do produkcji preparatu do dezynfekcji ciat zwierzat i miejsca ich prze-
bywania wedtug wynalazku polega na dezynfekcji ciat zwierzat i miejsc ich przebywania Srodkami
zawierajgcymi w swoim sktadzie nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej Lacfobacillus casei
eub1B i/lub Lactobacillus salivarius eub2B i/lub Lactobacillus sakei eub3B i/lub ich metabolity. Meta-
bolitami bakterii probiotycznych stosowanymi w celach dezynfekcji sg bakteriocyny i/lub kwasy orga-
niczne i/lub nadtlenek wodoru i/lub aldehyd octowy i/lub D-aminokwasy i/lub kwasy ttuszczowe i/lub
caty ptyn pohodowlany bakterii probiotycznych. Korzystnie, kompozycje i/lub metabolity sg stosowane
w formie zawiesiny komoérkowej lub w formie utrwalonej.

Zgodnie z wynalazkiem, na podstawie wynikéw testow opracowano kompozycje probiotycznych
szczepOw bakterii fermentaciji mlekowej, dobierajgc grupy drobnoustrojéw pod kgtem ich pochodzenia
odzwierzecego. Przykfadowo, szczepy wyizolowane od cielgt mogg stanowié §rodek do ochrony bydta
i innych przezuwaczy przed patogennymi szczepami E. coli i/lub C. perfringens. Korzystnie ochrona
tych zwierzat odnosi sie szczeg6lnie do patogennych szczepbw E. coli i/lub C. perfringens wystepujg-
cych na terenie Polski.

Pozyskane szczepy bakterii probiotycznych mogg by¢ wykorzystane do ochrony zwierzat go-
spodarskich i dzikich, jako sktadniki lub dodatki do pasz stosowanych w zywieniu tych zwierzat, a tak-
ze do dezynfekgciji ich ciat i srodowiska bytowania.
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Przedmiot wynalazku przedstawiono w przyktadach wykonania.

Przyktad 1.lzolacja i skrining na aktywnos$¢ antagonistyczng

Z pyska zdrowych cielgt wykonano wymazy, natomiast ze $cidtki pobrano prébki ich katu. Po-
brany materiat zhomogenizowano, a nastepnie rozcienczono metodg rozcieficzen dziesietnych
i posiano na ptytki Petriego, ktére zalano pozywka MRS-agar o skfadzie (g/l): agar 20,0 ekstrakt
drozdzowy — 5,0, ekstrakt miesny — 10,0, pepton K — 10,0, glukoza — 20,0, cytrynian amonu - 2,0,
fosforan dwupotasowy — 2,0, octan sodu — 5,0, siarczan magnezu 0,1, siarczan manganu — 0,05.
Ptytki inkubowano w warunkach beztlenowych w temperaturze 35-37°C przez co najmniej 48 go-
dzin. Po inkubacji sterylng ezg pobrano pojedyncze kolonie i wprowadzono do ciektej pozywki MRS
umieszczonej w probéwkach szczelnie zamykanych korkiem. Hodowle izolatéw prowadzono w tem-
peraturze 35-37°C przez 24 h, a nastepnie wykonano z nich preparaty barwione metodg Grama. Mo-
nokultury oznaczono numerami pozwalajgcymi identyfikowac je pod wzgledem pochodzenia i zabez-
pieczano w cieklym azocie. Utworzono w ten sposéb bank izolatéw bakterii fermentacji mlekowej natu-
ralnie bytujgcych w organizmie cielat.

Izolaty badano dalej w kierunku zdolno$ci oddziatywania na patogenne szczepy bakterii E. coli
i C. perfringens. pozyskane z Panstwowego Instytutu Weterynarii w Putawach.

W testach stosowano trzy szczepy E. coli wyizolowane od chorych zwierzat z réznych regionéw
Polski. Na ptytkach Petriego umieszczono podtoze — bulion wzbogacony z dodatkiem 2% glukozy
i 1% agaru uprzednio zaszczepione chorobotwérczymi szczepami E. coli. Po zestaleniu wprowadzano
na nie kolejno po 20 ul zawiesiny kazdego badanego izolatu bakteryjnego. Aktywno$¢ kazdego izolatu
testowano wobec trzech ré6znych szczepdw E. coli.

Po 24 godzinach inkubacji w temperaturze 35-37°C dokonywano pomiaru $rednicy stref przeja-
Snief wokét miejsc naniesienia zawiesiny izolatéw. Na tej podstawie sporzadzono ranking izolatow
0 antagonistycznej aktywnos$ci wobec testowanych szczepbw. Aktywnos¢ w stosunku do wszystkich
badanych szczepbw Escherichia coli wykazat izolat Lactobacillus sakei eub3B. Izolat ten wykorzysta-
no do konstrukcji preparatu probiotycznego.

W analogiczny sposéb wykonano test na antagonistyczng aktywnos$¢ wyizolowanych szczepow
wobec patogennych Clostridium perfringens. Do testu uzyto 4 szczepbw C. perfringens. pozyskanych
z réznych regionéw Polski. Kazdy z izolatéw bakterii fermentacji mlekowej testowano wobec wszyst-
kich 4 chorobotwoérczych szczepéw C. perfringens. Bakterie C. perfringens hodowano na ptytkach
Petriego w pozywce RCM-agar (Reinforced Clostridial Medium). W wyniku testu wykazano, ze najsil-
niejszg aktywnos$cig antagonistyczng w stosunku do wszystkich testowanych szczepdéw C. perfringens
charakteryzowalty sie izolaty Lactobacillus casei eub1B i Lactobacillus salivarius eub2B.

Przyktad 2. Identyfikacja izolatéw

W wyniku hodowli wgtebnej izolatéw wybranych w przyktadzie 1. pozyskano biomase komér-
kowg, z ktérej izolowano bakteryjne DNA. Nastepnie przeprowadzano sekwencjonowanie regionu
DNA kodujgcego gen 16S rRNA. Otrzymang sekwencje nukleotydowg genu 16S rRNA poréwnano
za pomocg programu BLASTN 2.2.27+ z sekwencjami dostepnymi w bazie National Center of Bio-
technology Information (NCBI). Na podstawie analizy poréwnawczej sekwencji genéw 16S rRNA
izolatu okreslono przynalezno$¢ gatunkowg poszczegélnych izolatow. Wyniki badan zamieszczono
w tabeli 1.

Tabela 1. Bakterie probiotyczne wykazujgce aktywnosé przeciw chorobotwérczym szczepom Escherichia coli

Numer Pochodzenie | Przynaleznos¢ Homologia | Nuiner akecesyjny
izolatu izolatu gatunkowa na | do wzorca | w depozycie
podstawie gatunku, % | Polskic; Kolekeji
sekwencjonowania Mikroorganizmow
B 165 rRNA we Wroclawiu |
eub2B katcielal | Lactobucillus casei 99 B/00103
cub2B | kal cielat Lactobacillus 99 B/00102 |
_ salivarius B
cub3B WYyImaz Lactobacillus sakei 08 B/00101
z pyska
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Sekwencja 16S rDNA szczepu Lactobacillus casei eub1B wskazana pod numerem 1 wykazu se-
kwencji nukleotydowych.
Sekwencja 16S rDNA szczepu Lactobacillus salivarius eub2B wskazana pod numerem 2 wykazu
sekwencji nukleotydowych.
Sekwencja 16S rDNA szczepu Lactobacillus sakei eub3B wskazana pod numerem 3 wykazu se-
kwencji nukleotydowych.

Przyktad 3. Hodowla bakterii

Izolaty bakterii mlekowych wymienione w przyktadzie 2 hodowano w ciektej pozywce o skia-
dzie (g/l): ekstrakt drozdzowy — 5,0, ekstrakt miesny — 8,0, pepton K — 5,0, glukoza - 10,0, cytry-
nian amonu - 2,0, fosforan dwupotasowy — 2.0, octan sodu - 5,0, siarczan magnezu 0,1, siarczan
manganu — 0,05. Hodowle prowadzono metodg okresowg w bioreaktorze laboratoryjnym o poj. 3 L.
Pozywke sterylizowano metodg mikrofiltracji membranowej, a nastepnie zaszczepiano 2% v/v inocu-
lum o stezeniu komérek ok. 109 jtk/ml. Hodowle prowadzono w warunkach wzglednie beztlenowych
w temperaturze 37°C, przy pH 6,0, z mieszaniem 80 obr./min. Po uptywie 20 godzin hodowle przery-
wano i oznaczano liczebno$¢ zywych komoérek metodg klasycznych posiewdw ilosciowych. W opisa-
nych warunkach uzyskiwano stezenie komorek powyzej 5 x 10° jtk/ml.

Przyktad 4. Opornos¢ na niskie pH

Hodowle szczepdw otrzymane w przyktadzie 3 odwirowywano, przemywano dwukrotnie solg fi-
zjologiczna, a nastepnie zawieszano w 0,01 M buforze fosforanowym o pH 2,0. Stezenie wyjsSciowe
komorek w zawiesinie doprowadzano do poziomu ok. 107 jtk/ml. Tak przygotowang zawiesine inkubo-
wano przez 2 godziny w temp. 37°C. Po inkubacji metodg posiewéw ilosciowych oznaczano liczeb-
nos¢ zywych komoérek w zawiesinie. Ustalono, ze ekspozycje na niskie pH przezywaty wszystkie ba-
dane szczepy, na co wskazujg wyniki badan zamieszczone w tabeli 2.

Tabela 2. Przezywalno$¢ bakterii probiotycznych w $rodowisku o niskim pH

Badany szczep Poczgtkowa Koncowa
liczebnosé liczebnosé
komorek w | komérek w
zawiesinie zawiesinie
jtk/ml Jtk/ml
Luactobacillus casei eubl B 5,06x107 8,04x10°
Lactobacillus salivarius eub2B 2,66x107 1,42x10*
Lactobacillus sakei eub3B 1,58x107 1,17x10°

Przyktad 5. Opornos¢ na sole zbiciowe

Hodowle szczepbw otrzymane w przyktadzie 3 odwirowywano, przemywano dwukrotnie jatowg
solg fizjologiczng, a nastepnie zawieszano w 3% (w/v) roztworze soli z6tciowych, wyjatowionych na
zimno za pomocy filtrbw membranowych Millex GV (Millipore). Zawiesine o stezeniu komérek ok.
107 jtk/ml inkubowano przez 4 godziny w temp. 37°C. Jako kryterium oceny wytrzymato$ci na dziata-
nie soli zétciowych przyjeto wyniki oznaczenia liczebnoéci komérek po ekspozycji. Wyniki te przedsta-
wiono w tabeli 3.

Tabela 3. Przezywalno$é bakterii probiotycznych w obecnosci soli z6tciowych

Badany szczep Poczatkowa Koncowa

liczebnosé liczebnosé
komorek w | komdrek w
zawiesinie zawiesinie
jtk/ml Jtk/ml

Lactobacillus casei eublB 7,77%x107 3,02x107

Lactobaciilus salivarius eub2B 3,07x107 2.50x107

Lactobacillus sakei eub3B 1,42x107 5,01x10*
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Przyktad 6. Wtasciwosci adhezyjne

Na ptytce Petriego umieszczano roztwér mucyny bydlecej i pozostawiano na noc. Nastepnie na
warstwe mucyny nanoszono zawiesine komoérek bakteryjnych otrzymanych w przykfadzie 3 i prowa-
dzono inkubacje w temperaturze 37°C przez okres 1 godziny. Po tym czasie zawiesing komoérek zle-
wano i sptukiwano powierzchnie mucyny, usuwajgc komérki ktére nie przyczepity sie do mucyny. Po
oznaczeniu ich liczebnosci obliczano procent komérek, ktére trwale przyczepity sie do mucyny. Wyniki
badan przedstawiono w tabeli 4.

Tabela 4. Zdolnosci adhezyjne probiotycznych bakterii po godzinnej ekspozycji wobec mucyny

Badany szczep Stopienn  adhezji,
% populacyi
wyjsciowe]

Lactobacillus casei eub1B 38,3

Lactobacillus salivarius eub2B 38,2

Lactobacillus sakei eub3B 36,3

Przyktad 7. Probiotyk o aktywnosci przeciw E. coli oraz eksperymenty na zwierzetach po-
twierdzajgce jego dziatanie profilaktyczne

Szczep Lactobacillus sakei eub3B wykazujgcy aktywno$é przeciw patogennym E. coli hodowa-
no w bioreaktorze w pozywce MRS 0 zwiekszonym dwukrotnie stezeniu ekstraktu drozdzowego i zre-
dukowanej o potowe zawartosci glukozy. Hodowle prowadzono przez 20 godzin. Nastepnie ptyn po-
hodowlany odwirowano w wiréwce przy 4000 g przez 10 min. Uzyskang gestwe komérkowg wymie-
szano z 20% dodatkiem niskoscukrzonej maltodekstryny i wysuszono w suszarni rozpytowej. W suszu
okres$lono liczebnos¢ komérek metoda ptytkowq. Niewielkg probke wytworzonego preparatu przezna-
czono na testy majgce potwierdzié jego aktywnos$¢ antagonistyczng wobec patogennych E. coli.
W tym celu susz bakteryjny wprowadzono do pozywki MRS na 18 godzin celem ozywienia zawartych
w nim komoérek, a nastepnie zaszczepiono nim pozywke MRS w kolbach o poj. 250 ml. Hodowle pro-
wadzono przez 16 godzin w temp. 37°C. Uzyskang kulture wykorzystano do przeprowadzenia testu na
aktywno$¢ antagonistyczng wobec E. coli. ktéry przeprowadzono jedng ze znanych metod dyfuzyj-
nych. Testy dyfuzyjne potwierdzity zdolno$é badanego szczepu do antagonistycznego dziatania na
patogenne E. coli.

Pozostaty przygotowany preparat wymieszano z wodg w ilosci 1,2 g/l. Wodg tg pojono trzy
grupy cielat, kazda po 8 zwierzat przez okres 14 dni. Dzienna dawka bakterii probiotycznych po-
dana zwierzeciu wynosita 107-108 jtk/kg masy ciata. Prébe kontrolng stanowita grupa zwierzat,
ktérej podawano pasze bez dodatku probiotykéw. Zwierzeta byty hodowane w pomieszczeniach
0 niskich standardach higienicznych. Wykazano, ze zwierzeta nalezgce do grupy odpajanej wodg
z dodatkiem kompozycji probiotycznych nie miaty biegunek, podczas gdy biegunki byty obserwo-
wane w grupie kontrolnej. Ponadto grupa kontrolna miata luzniejszy kat od grupy chronionej pro-
biotykiem.

Przyktad 8. Kompozycje aktywnie wobec Clostridium perfringens oraz eksperymenty na
zwierzetach potwierdzajgce ich dziatanie profilaktyczne

Wykonano eksperymenty potwierdzajgce aktywno$é antybakteryjng kompozycji i ich dziatanie
antagonistyczne wobec patogennych szczepow Clostridium perfringens. Eksperymenty zostaty prze-
prowadzone w identyczny sposéb jak w przyktadzie 7. W badaniach stosowano nastepujace kompo-
zycje probiotykéw:

Kompozycja A: Lacfobacillus casei eub1B i Lactobacillus salivarius eub2B (2:3)
Kompozycja B: Lacfobacillus casei eub1B i Lactobacillus salivarius eub2B (1:1)
Kompozycja C: Lactobacillus salivarius eub2B.

Wyniki badan potwierdzity aktywno$¢ antagonistyczng kompozyciji w stosunku do Clostridium
perfringens. niezaleznie od sktadu tych kompozycji, oraz ich aktywno$é ochronng w badanych gru-
pach cielat.

Przyktad 9. Testy oceniajgce aktywno$é antagonistyczng i profilaktyczng kompozycji prze-
znaczonych do zwalczania patogennych E. colii C. perfringens
jednoczesnie
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Badania wykonano identycznie jak w przyktadzie 7. stosujgc nastepujgce kompozycje pro-
biotyczne:
Kompozycja A: Lactobacillus casei eub1B + Lactobacillus sakei eub3B (1:2)
Kompozycja B: Lacfobacillus salivarius eub2B + Lactobacillus sakei eub3B (5:1)
Kompozycja C: Lactfobacillus casei eub1B + Lactobacillus salivarius eub2B + Lactobacillus sakei
eub3B (1:2:2)

Przyktad 10. Dezynfekcja

Przeprowadzono hodowle bakterii probiotycznych Lactobacillus salivarius eub2B oraz bakterii
Lactobaciullus sakei eub3T w oddzielnych bioreaktorach. Jako medium hodowlane stosowano pozyw-
ke MRS zawierajgcg zwickszong zawarto$¢ glukozy do 30 g/I. Hodowle prowadzono w warunkach
beztlenowych w temperaturze 32-35°C przez 18 godzin. Po tym czasie ptyn pohodowlany poddano
mikrofiltracji membranowej w celu usuniecia komérek, a nastepnie przeniesiono go do zbiornika apli-
katora aparatu do dezynfekcji i spryskano nim powierzchnie posadzki w oborze. Preparat stosowano
w iloéci 20 ml/nr i pozostawiano na dezynfekowanych powierzchniach przez 15 minut. Dla poréwnania
cze$é posadzki nie dezynfekowano. Nastepnie pobrano wymazy z powierzchni dezynfekowanych
i kontrolnych i oznaczono na nich pozostatych liczbe zywych komérek Escherichia oraz Clostridium,
postepujac zgodnie z normg PN-EN 13697. Stwierdzono, ze w stosunku do powierzchni niedezynfe-
kowanej liczebnosci zywych komoérek bakterii Escherichia zmniejszyta sie o co najmniej 105 a Clostri-
dium o ponad 108,

Literatura

Lejeune J.T., Wetzel A.N.: Preharvest control of Escherichia coli O157 in cattle, J. Anim. Sci. 2007, 85,
73-80.

Von Buenau R., Jaekel L., Schubotz E., Schwarz S., Stroff T., Krueger M.: Escherichia coli strain
Nissle 1917: significant reduction of neonatal calf diarrhoea. J. Dairy Sci. 2005, 88, 317-323.
Timmerman H.M., Mulder L., Everts EL van Espen D.C., van der Wal E., Klaassen G., Rouwcrs S.M.,
Hartemink R., Rombouts F.M., Beynen A.C.: Health and growth of veal calves fed milk replacers with
or without probiotics. J. Dairy Sci. 2005. 88, 2154-2165.

Adams M.C., Luo J., Rayward D., King S., Gibson R., Moghaddam G.H.: Selection of a novel direct-fed
microbial to enhance weight gain in intensively reared calves. Anim. Feed Sci. Tech. 2008. 145, 41—
52. Desnoyers M., Giger-Reverdin S., Bertin G., Duvaux-Ponter. C., Sauvant D.. Metaanalysis of the
influence of Saccharomyces cerevisiae supplementation on ruminal parameters and milk production of
ruminants. J. Dairy Sci. 2009. 92, 1620-1632. Ryputa K., Ptoneczka-Janeczko K., Kita .J., Kumala A.,
Zakazenia zwierzat przez Clostridium perfringens. Zycie Weterynaryjne 87(3). 192-197. 2012.
Kolendra M., Burdukiewicz M., Schierack P.: A systematic review and meta-analysis of the epidemio-
logy of pathogenic Escherichia coli of calves and the role of calves as reservoir for human pathogenic
E. coli. Font Cell. Infect. Microbiol. 12 March 2015/http://dx.doi.org/10.3389/fcimb.2013.00023

Gaggia F., Mattarelli P., Biavati B.: Probiotics and prebiotics in animal feeding for safe food production.
Inti. J. Food Microbiol. 141. S15-S28, 2010.

Newbold C.J.. Microbial feed additives for ruminants. In: Biotechnology in animal feeds and animal
feeding. Chapter 13. Eds. Wallace RJ, Chesson A., Wiley-VCH Verlag GmbH, Weinheim, Germany,
1995.

Frizzo L.S., Zbrun MV, Soto LP, Signorini ML.: Effect of probiotic on growth performance in young
calves: a meta-analysis of randomized controlled trials. Animal Feed Sci. Technol. 169, 147-156,
2011.

Nader-Macias MEF, Otero MC, Espeche MC, Maldonado NC.. Advances in the design of probiotic
products for the prevention of major diseases in dairy cattle. J. Ind. Microbiol. Biotechnol. 35,
1387-1395, 2008.

Lema M. Williams L., Rao DR.: Reduction of fecal shedding of enterohemorrhagic Escherichia coli
O157:H7 in lambs by feeding microbial feed supplement. Small Ruminant Res. 39, 31-39, 2001.
Allaart JG. Van Asten AJ AM. Groene A.: Predisposing factors and prevention of Clostridium perfrin-
gens-associated enteritis. Comparative Immun. Microbiol. Infectious Diseases 36, 449-464, 2013.


http://dx.doi.org/10.3389/fcimb.2013.00023

PL 233 898 B1
SEKWENCJANUKLEOTYDOWA
<[ 10> Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
<120> Nowe szczepy bakterii fermentacji mlekowej do zwalezania
Escherichia coli i Clostridium perfringens u zwicrzat. zwlaszcza

u przezuwaczy. ich kompozycje 1 zastosowania.

<130> P.416204

AN
(=
<

A
L2

<170> Patentln version 3.3

<210> 1
<211> 1421
<212> DNA

A
| ]
o
"

> Lactobacillus casel

<221> misc feature
<222> (2)..(2)

<223> nisa.c, g, ort

<221> misc_feature
2222> (1413)..(1413)

<223» nisa,c, g, ort

<400> sekwencja 1



PL 233 898 B1 13

anagggettac geeacegget tegggtetta caaactetea tggtatgacg geegetgtyt 60

acaaggccey ggaacglatt cacegeggeg tgetgateeg cgattactag cgattecgac 120

ttegtotagg cgagttgcay cetacagtee gaactgagaa tggctttaag agattagett 180)

gacctegege tetcgeaact cgttgtacea tecattgtag cacgtgtata geccaggtea 240
taaggoecat gatgatttga cgteatcece accttectee ggtttgteac cggeagic 300

actagagtgc ccaactaaat getggeaact agteataagg gttgegcteg tlgcgggact 360
taacccaaca teicacgaca cgagetgacg acaaccatge accacctgte attttgccee 420
cgaaggepaa acctgatele tcaggtyate asaagatgte aagacctggt aapgttette 480
gegttgette gaattaaacc acatgeteea cegetiglge gggeeceegt caatteettt 540
gagtitcaac cttgeggteg tactececag geggaatget taatgegtta getgeggcac 000
tgaaggeces aaaccctecd acacctagea tteategtit acggeatgga ctaccagggt 660
atctaatect gttegctace catgettteg ageeteageg teagttacag accagacage 720
cgeettegece actggtgtte ttecatatat ctacgceattt cacegetaca catggagtte 780
cactgtccte ttctgeacte aagtttceca gtttecgatg cgettecteg gttaageega 840

gggcliteac atcagactta aaaaacegec tgegeteget ttacgeecaa taaatcegga 900

taacgettge cacctacgta ttacegegge tectggeacg tagttageeg tggctttetg 9060



14

PL 233 898 B1

gitggatace gteacgecga caacagitac telgecgace attettetee aacaacagag 1020

ttttacgace cgaaagectt cttcacteae geggegttge tecatcagac ttgegtecat 1080

tglggaagal teectactge tgecteeegt aggagtttpg eecgtptete agreccaatg 1140

atcatcgect tggtgageea ttaccteace 1200

aactagetaa tacgeegegg ptecateeaa aagegatage ttacgecate tttcagecaa 1260

gaaccatgeg gttettggat ctatgeguta ttageatetg tttecaaatg ttateceeea 1320

cltaaggeca ggttacecac glgractea ceegteegee actegtteea tgttgaatet 1380

cggtgeaage accgateate aacgagaact cgnegactec a 1421
<210> 2

<211= 1116
- DNA

A
8]
8]

v

AN
S8 ]
(S}

%

Lactobacillus salivarius

<220

<221> msc_feature

<222> (17)..(18)
<223> nisa, c, g, ort

<220

<221> misc_feature



PL 233 898 B1

<222= (72)..(72)

<223> nisa. ¢, g ort

<221> musc_feature
<222> (83).480)

<223> nisa.c, g ort

<221> misc_feature
<222> (98)..(99)

<223> nisa.q gort

<400> sekwencja 2

ftgagtgecg gacggennag taaccegtgy gtaacctgec ttaaagaagg geataacect

tggaacagy tncttaatee cgnmmltctt taaggatnne atgatcetta gatpaaagat

gattttocta tegettttag atggaceege geetlattaa ctagttggty pootaacgyec

ctaccaaggt gatgatacga ctagecgaac tgagagetty ateggecacd tggeactza

gacceggece aaattectac ggpageceage agtaggeaat cttccacaat ggacgcaagt

ctgateggage aacgeegegt gagtgaagaa gelcttegga tegtaaaact ctgttottag

agaagaacac gagtgagagt aactgttcat tcgatgacgg tatctaacca gecaagteacg

gctaactacg tgecageage cgegetaata cgtaggtggc aagegitgtc cggatttatt

geecgtaaag gegaacgeagg cggtetttta agtetgatget gaaagectte gecttaacceg

60

120

180

240

360

420

480

15



16

PL 233 898 B1

gagtagteca ttgpaaactg gaagactiga gtgeagaaga ggagagtgea actecatgtg 600

tageggtgaa atgegtagat atatggaaga acaccagtgg cgaaagegge tetetggtet 660

staactgacy clgaggttcg aaagcgtggg tagecaaacay gattagatac cerggtagic 720

cacgccgtaa acpatgaatg ctaggtette gagesoittee geeetteagt gecpeageta 780

acgcaataag cattcegeet ggguagtacg accgeaaggt tgaaactcaa aggaattgac 840

=

goggoccege acaageLgte gagcatgteg tttaattega ageaacgega agaaccttac 900

caggtetlya cateetttga ceacctaaga gatlagelil teeettegpg gacaaagtga 960
caggtegtec atggetgteg teagetegte tegtgagatg trggettaag teecgeaacy 1020

agcegeaaccec ttattgteag ttgccageal taagttggge actetggega gactgeeggt 1080

gacaaaccgyg aggaaggtoy ggacgacgic aagtea 1116

=
=

A

]
=
N4
9%

<211= 1116
DNA

A
o
2
A

A

d

aJ
W

Lactobacillus sakei

<400> sekwencja 3

cttagacggc tggctecega aggottacet caccggcttt ggotottaca aacteteatg 60

gtgtgacgge cgglglgtac aaggeccgeg aaaglattca cegeggealg clgatecgeg 120



PL 233 898 B1

attactageg attccggcott catgtaggeg agttgcagece tacaateega actgagaatg 180

gititaagag attagetaaa cetegeggic tegeaacteg ttgtaccate catigtagea 240

catgtetage ccaggteata aggggcatga tgattrgacg tegteeccac cttectecgg 300

tttgtcaccg geagteteac tagagtgece aactaaatge tggeaactag taataagopt 360

tgegetegtt gogggactta acccaacate tecacgacacg agetgacgac aaccatgeac 4210)
cacctgteac titgteceeg aagggaaage (etateteta gagtegeteaa aggatgtcaa 480
gacctegtaa gettettege gttgettcga attaaaccac atgetecacce gettgtgegy 540

& =)

occeecgtea atteetttga gtttcaacct tpegptepta ctecccagge ggagtegctia 600

ote

atgegttage tgeggcactg aaggecggaa accetecaac acetageact categtttac 660

~1
)
<

gecategact accagggtat ctaatectgt ttgetaccea tgetttegag cetcagegte

agftacagac cagacagccg ccttegecac tggtattctt ceatatatet acgeatttea 780

ccgctacaca tggagtteca ctgtectett ctgeactcaa gittcecagt ttecgatgea 840

cttetteget tgagecgaag gctttcacat cagacttaag aaaccgecety cgctegettt 900

acgcccaata aatccggaca acgettgeca cotacgtatt accgeggetg ctggecacgta 960

gitageegtg getttetggt tggataccgt cactacctga tcagttacta teagatacat 1020

tettetecaa caacagagtt ttacgateeg aaaaccttet teactcacge ggegttgete 1080

catcagactt tegteeattg tggaagatte cetact 1116

17



18

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

PL 233 898 B1

Zastrzezenia patentowe

. Nowy probiotyczny szczep bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus casei eub1B. zdepono-

wany pod numerem PKM B/00103, charakteryzujgcy sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA
kodujgcego gen 16S rRNa wskazana pod numerem 1 wykazu sekwencji nukleotydowych.
Nowy probiotyczny szczep bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus salivarius eub2B,
zdeponowany pod numerem PKM B/00102, charakteryzujgcy sie sekwencjg nukleotydowg
regionu DNA kodujgcego gen 16S rRNa wskazana pod numerem 2 wykazu sekwencji nu-
kleotydowych.

Nowy probiotyczny szczep bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus sakei eub3B, zdepono-
wany pod numerem PKM B/00101, charakteryzujgcy sie sekwencjg nukleotydowg regionu DNA
kodujgcego gen 16S rRNa wskazana pod numerem 3 wykazu sekwencji nukleotydowych.
Probiotyk do zwalczania patogennych szczepow bakterii Escherichia coli u zwierzat przezu-
wajacych, zwlaszcza cielgt, znamienny tym, ze w jego skfad wchodzi nowy szczep bakterii
Lactobacillus sakei eub3B jak okreslono w zastrz. 3.

Probiotyk wedtug zastrz. 4, znamienny tym, ze jego postaé aplikacyjna zawiera w jednym
gramie co najmniej 10° jtk, korzystnie 10°—10'" jtk.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepéw bakterii Clostridium per-
fringens u zwierzat przezuwajacych, zwtaszcza cielat, znamienna tym, ze zawiera nowy
szczep bakterii fermentacji mlekowej Lactobacillus casei eub1B jak okreslono w zastrz. 1
i/lub Lactobacillus salivarius eub2B jak okre$lono w zastrz. 2.

Kompozycja wedtug zastrz. 6, znamienna tym, ze szczepy wchodzgce w jej sktad mogg byé
stosowne jako szczepy alternatywne, wymienialne w danej kompozycji w razie ataku wiru-
sowego.

Kompozycja probiotyczna do zwalczania patogennych szczepdéw bakterii Escherichia coli
i Clostridium perfringens u zwierzat przezuwajgcych, zwlaszcza cielgt, znamienna tym, ze
zawiera nowy szczep bakterii fermentacji mlekowej Lacfobacillus sakei eub3B jak okres$lono
w zastrz. 3 i Lactobacillus casei eub1B jak okreslono w zastrz. 1 i/lub Lacfobacillus salivarius
eub2B jak okre$lono w zastrz. 2.

Kompozycja wedtug zastrz. 8, znamienna tym, ze szczepy wchodzgce w jej sktad mogg byé
stosowne jako szczepy alternatywne, wymienialne w danej kompozycji w razie ataku wiru-
sowego.

Kompozycja wedtug zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9, znamienna tym, ze jej posta¢ aplikacyjna
zawiera w jednym gramie, co najmniej 10° jtk, korzystnie 10°—10'" jtk.

Zastosowanie kompozycji jak okre$lono w zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 albo 10 do produkcji
preparatu probiotycznego do podawania zwierzetom przezuwajgcym. zwtaszcza cieletom
w celu ograniczania rozwoju chorobotwérczych szczepbw bakterii Escherichia coli i Clostri-
dium perfringens.

Zastosowanie wedtug zastrz. 11, znamienne tym, ze kompozycja probiotyczna wedtug za-
strz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 albo 10 jest podawana zwierzetom doustnie, wziewnie lub dood-
bytniczo w ilo$ci co najmniej 107-10° jtk/kg masy ciata zwierzecia dziennie, korzystnie
108 jtk/kg masy ciata zwierzecia dziennie.

Zastosowanie wedtug zastrz. 12, znamienne tym, ze kompozycja probiotyczna wedtug za-
strz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 albo 10 jest podawana zwierzetom doustnie razem z wodg lub
mlekiem lub preparatami mleko zastepczymi lub paszg lub dodatkami paszowymi lub w for-
mie specjalnych preparatéw bakteryjnych.

Zastosowanie kompozycji jak okreslono w zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 albo 10 do produkg;ji
preparatu do dezynfekcji ciat zwierzat i miejsca ich przebywania, znamienne tym, ze ciata
zwierzat i miejsca ich przebywania dezynfekuje sie $rodkami zawierajgcymi w swoim skita-
dzie kompozycje wedtug zastrz. 6 albo 7 albo 8 albo 9 albo 10 i/lub ich metabolity.
Zastosowanie wedtug zastrz. 14, 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 wedtug zastrz. 14, znamienne tym, ze kompozycje i/lub metabolity sg stoso-
wane w formie zawiesiny komérkowej lub w formie utrwalone;j.
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