Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu
Wydzial Nauk o Zywnos$ci i Zywieniu

ALINA KIEEPINSKA
(z d. PACESZ)

Ocena aktywnoSci przeciw-Clostridium perfringens
wybranych szczepow bakterii fermentacji mlekowej
oraz mozliwosci ich wykorzystania

do produkeji probiotycznych dodatkéw paszowych

Praca doktorska

wykonana w Katedrze Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywnosci

pod kierunkiem

prof. UPP dr hab. Anny Sip

Poznan 2023



Streszczenie

Bakterie Clostridium perfringens stanowig powazne zagrozenie dla zwierzat hodowlanych.
Do niedawna gléwnym narzedziem walki z nimi byly antybiotyki. Nadmierne stosowanie
antybiotykéw w produkcji zwierzecej doprowadzito jednak do pojawienia sie szczepow
wykazujacych antybiotykoodpornoéé. Z uwagi na narastanie tego zjawiska w 2006 roku
wprowadzono zakaz stosowania antybiotykéw w hodowli zwierzat w celach prewencyjnych oraz
jako stymulatorow wzrostu. W zwigzku z tym pojawila si¢ potrzeba opracowania alternatywnych
metod ograniczania rozwoju patogennych C. perfringens. Wychodzac naprzeciw tej potrzebie w
dysertacji podjeto si¢ opracowania probiotycznych dodatkéw paszowych zdolnych do
antagonistycznego dzialania na szeczepy C. perfiingens bedace przyczyng ostrych infekcji zwierzat
hodowanych w naszym kraju.

Aby opracowal preparaty przydatne w praktyce, jako wskazniki do testéw aktywnosci
wybrano izolaty C. perfringens pozyskane od zwierzat. Najpierw przeprowadzono ich
genotypowanie. Na podstawie obecnodcei genow kodujgeych toksyny o, B, €, jota oraz B2 ustalono, ze
nalezaly one do pieciu typow toksycznych - A, B, C, D i E, wérdd ktérych wyrdzniono rowniez dwa
podtypy - A B2 pozytywny i E B2 pozytywny. Toksotyp C byt czynnikiem etiologicznym
martwiczego zapalenia jelit Swin, D i E enterotoksemii bydta i §win, natomiast typy A B2 pozytywny,
B oraz E B2 pozytywny wywotywaty u drobiu enterotoksemie i martwicze zapalenie jelit. Nastepnie
przystapiono do izolacji szczepow LAB. Z 69 prébek pobranych od zdrowych prosiat, cielgt i kurczat
rzeznych fgcznie pozyskano 912 izolatéw, ktore przebadano w kierunku zdolnodci do
antagonistycznego dzialania na poszczegbélne typy toksyczne C. perfringens. Poszukiwang
aktywno$¢ wykryto u 75,7% izolatéw od cielat, 50,4% izolatéw od prosigt oraz prawie 30% izolatéw
od kurezat rzeznych. Otrzymane izolaty cechowa duza wybiorezos$¢ dziatania na C. perfiingens.
Tylko 7% z nich dziatalo antagonistycznie na wszystkie typy toksyczne C. perfringens. Zaden z
wyizolowanych szczepéw nie wykazywal jednak silnej aktywnosci w stosunku do wszystkich
zidentyfikowanych w pracy typdw toksycznych C. perfiingens.

Kluczowym etapem opracowywania formut probiotycznych byt wybér szczepéw LAB. W
tym celu zidentyfikowano 41 szczepdw najbardziej aktywnych przeciwko C. perfringens i okreslono
ich potencjal probiotyczny. Aby zrozumie¢ mechanizmy lezace u podstaw aktywnosei przeciw-C.
perfringens, wstepnie wskazano czynniki odpowiedziane za przedmiotowe dziatanie. Ostatecznie
jako sktadowe preparatéw probiotycznych wybrano trzy szczepy: E. faecium 10t, L. paracasei 11c i
L. plantarum 12k. Szczep E. faecium 10k wykazywal aktywno$¢ w stosunku do C. perfiingens typu
A, A B2 pozytywnego, B, C i D, ale tylko na typ C dzialal silnie. Zakres aktywnosci L. paracasei 11¢
obejmowal C. perfringens typu C, D, E i E B2 pozytywnego. Sposréd wymienionych typéw
toksycznych, silnie dziatat on na dwa toksotypy - C i D. Z kolei szczep L. plantarum 12k wykazywat



stabg aktywnos$¢ w stosunku do wszystkich typéw toksycznych C. perfingens. Wszystkie wybrane
szezepy cechowaly sie silnymi wlasciwosciami adhezyjnymi wzgledem mucyny $winskiej i dobrze
przezywaty symulowany pasaz jelitowy. Nie powodowaly hydrolizy soli zolci oraz byly wrazliwe na
dzialanie gltéwnych grup antybiotykéw stosowanych w zootechnice. W pracy zidentyfikowano
ponadto ich najbardziej aktywne wobec C. perfingens metabolity zewnatrzkomoérkowe. W przypadku
L. paracasei 11c takim metabolitem byla bakteriocyna klasy 1la o masie czasteczkowej ok. 4,9 kDa,
natomiast szczepu L. plantarum 12k dwa bioaktywne peptydy masach czasteczkowych 2,2-2,3 kDa.

Nastepnie przystgpiono do produkcji preparatéw probiotycznych oraz oceny ich stabilnosei
przechowalniczej.  Preparaty probiotyczne wytworzono metoda konwencjonalng oraz
zmodyfikowang. Metoda konwencjonalna obejmowata hodowle wytypowanych szczepéw w podtozu
plynnym, separacje ich biomasy metodg wirowania oraz jej utrwalanie metodg suszenia
sublimacyjnego. W ramach tego etapu pracy ustalono warunki optymalne dla wzrostu badanych
szczepOw oraz zoptymalizowano skiad typowej dla LAB pozywki hodowlanej. Zaproponowana w
pracy modyfikacja produkeji preparatéw probiotycznych polegata na zastapieniu podtoza pltynnego
tanszym podfozem polfstalym na bazie maki pszennej, owsianej i kukurydzianej, rezygnacji z
separacji biomasy oraz zastosowaniu suszenia rozpytowego zamiast sublimacyjnego. Ustalono, ze do
przemystowe] produkcji preparatow probiotycznych najbardziej nadawata si¢ pozywka z maki
kukurydzianej z glukoza, inuling, ekstraktem drozdzowym oraz ekstraktem sojowym. W pozywce tej
wszystkie szczepy rosty lepiej niz w pltynnej pozywee MRS (pozywcee wyjsciowe)). L. paracasei 11¢
i L. plantarum 12k namnazaty si¢ do poziomu ponad 10'jtk/ml, a E. faecium 10t do poziomu ponad
10% jtk/ml. Plon biomasy mozna jeszcze bylo jeszcze zwickszy¢ poprzez dodatek biatek owadzich.
Co istotne hodowle w podtozach poétstatych pozwolity na wytworzenie preparatéw probiotycznych
metodg bezodciekowg. Zaproponowana w pracy modyfikacja byla zatem réwniez korzystna z
ckologicznego punktu widzenia, poniewaz ograniczyta powstawanie odpadéw biologicznych. Poza
tym suszenie biomasy z catymi zlozami pohodowlanymi pozwolilo na otrzymanie produktow o
wigkszej masie, ktore poprzez to byty fatwiejsze do dozowania i mieszania z paszg. Komdrki w
preparatach otrzymanych w wyniku wysuszenia calych hodowli potstatych byty jednak mniej stabilne
w trakcie przechowywania niz w preparatach produkowanych w konwencjonalny sposéb. Mimo to
dzialaly silniej na C. perfringens, gdyz byty dodatkowo zrédlem aktywnych wobec nich metabolitow.

Na bazie szczepéw o zdefiniowanej w pracy aktywno$ci mozna tworzyé preparaty
przeznaczone do zwalczania konkretnych typoéw toksycznych C. perfringens. Mozna je tez
wykorzysta¢ do konstruowania preparatow wicloszezepowych o szerokim zakresie aktywnosci
przeciw-C. perfringens. Wyniki pracy moga zatem przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych strategii
promowania zdrowia zwierzat hodowlanych, a poprzez si¢ réwniez przyczynié si¢ do poprawy

jakosci 1 bezpieczenstwa produktéw pochodzenia zwierzgeego.



