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Prezenta inventie se refera la un procedeu de izolare, selectie si conservare a unei
tulpini probiotice de Enterococcus faecium, bacterie lactica de uz zootehnic.

Este cunoscut faptul ca bacteriile lactice sunt considerate probiotice traditionale. in
prezent, se extinde utilizarea unor tulpini noi de bacterii lactice atent selectionate dupa
numeroase criterii, in zootehnie, in industria de panificatie, precum si in fermentarea
materiilor prime de origine vegetala, in scopul obtinerii de produse conservabile cu valoare
biologica superioara si care sa imbunatateasca starea de sanatate a animalelor (Blum S.,
Reniero R., Schiffrin EJ., si altii 1999, Adhesion studies for probiotics: need for validation and
refinement, Trends Food Sci TechnoLB. 10:405-410, Conway, P. LB. 1996, Selection criteria
for probiotic microorganisms, Asia Pacific J. Clin. Nutr. 5:10-14).

Uniunea Europeana a aprobat 13 preparate probiotice ca aditivi alimentari pentru
porcine. Dintre acestea 7 produse contin Enterococcus faecium, avand ca habitat natural
tractul gastrointestinal.

Utilizarea microorganismelor de tip probiotic in alimentatia animala difera sub
aspectul modalitatilor si frecventei de administrare, a surselor de izolare si selectie a micro-
organismelor care au un grad scazut de risc datorita prezentei lor la nivelul microbiotei
intestinale la animalele sanatoase si a lipsei efectelor adverse (Bomba, A., Nemcova, R.,
Mudronova, D. And Guba, P., 2002, The possibilities of potentiating the efficacy of probiotics,
Trends in Food Science & Technology, no. 13, p. 121-126; Kritas, S.K., Morrison, R.B., 2005,
Evaluation of probiotics as a substitute for antibiotics in a large pig nursery, The Veterinary
Record, no. 156, p. 447-448; Joint FAO/WHO Working Group Report on Drafting Guidelines
for the Evaluation of Probiotics in Food, Ontario, Canada, April 30 and May 1, 2002;
Simonsen Gs, Haaheim H, Dahl Kh, Kruse H, Lovseth A, Olsvik O, Sundsfjord A 1998:
Transmission Of Vana-Type Vancomycin-Resistant Enterococci And Vana Resistance
Elements Between Chicken And Humans At Avoparcin-Exposed Farms. Microb Drug Resist
4: 313-318).

Principalele efecte urmarite prin administrarea preparatelor de tip probiotic de uz
zootehnic sunt: intensificarea ratei de crestere a animalelor, reducerea morbiditatii si
mortalitatii, reducerea riscului imbolnavirii animalelor i, indirect, a consumatorilor de produse
animale. Aceste efecte se pot datora activitatii antimicrobiene, capacitatii de a competitiona
cu microorganismele patogene si stimularii sistemului imunitar (US 20070098744, Probiotic
enterococci for improved immunity, US 5589168, Probiotic, US 6503544, Animal feed
additives).

Atét in literatura non-brevet, cat si in literatura de brevete, s-au descris metode de
izolare a unor tulpini de Enterococcus faecium. O tulpina de Enterococcus faecium a fost
izolata din nutreturi fermentate si cultivatd pe M-Enterococcus agar (Marcinakova M.,
Simonova M., Laukova A. 2004 Probiotic properties of Enterococcus faecium EF926 Strain
Isolated from Silage, Acta Vet. Brno, 73:513-519). Cererea de brevet EP 0508701 A2 cu titlul
“Probiotic" descrie o tulpind de Enterococcus faecium cu proprietéti probiotice care se
dezvoltd pe un mediu care cuprinde agar, glucoza si acetat de tetrazoliu. In lucrarea Iui G.
Reuter (1992, Culture media for enterococci and group D-streptococci, International Journal
of Food Microbiology, 17, 101-111) se prezintd compoziti de medii de culturd pentru
enterococi si se mentioneaza ca Enterococcus faecium se dezvoltad pe medii de cultura ce
contin triptona, extract de drojdie, tween 80, KH,PQO,, citrat de sodiu, carbonat de sodiu,
azida de sodiu, TTC, agar, la pH 7 sila 37°C.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a izola o tulpina de bacterie
lactica (care in mod obisnuit este rezidenta a tractului gastrointestinal), de tip probiotic, care
inclusa in hrana animalelor sa conduca la imbunatatirea starii de sanatate a animalelor si
implicit la cresterea performantelor acestora.
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Procedeul deizolare, selectie si conservare a unei tulpini probiotice de Enterococcus
faecium, conform inventiei, constd in aceea ca se izoleaza o tulpina de Enterococcus
faecium prin realizarea de dilutii seriale zecimale dintr-o proba de lapte fermentat care se
insdmanteaza pe un mediu specific care cuprinde 1,0% lactoza, 1,0% bactotriptona, 0,5%
extract de drojdie; 0,25 % gelatina, 0,4 % clorura de sodiu, 0,05 % acid ascorbic, 1,5% agar-
agar si 1% CaCOQO;, cu pH 7,0, peste care se repartizeaza o pelicula de mediu specific
semisolid cu 0,7% agar-agar si care se incubeaza timp de 24...72 h, la 37°C, rezultand
colonii inconjurate de un halou transparent, carora li se masoara indicele de aciditate, iar din
acestea se selecteaza colonii cu indice de aciditate |,>2, care se repica de 3 ori pe un mediu
avand compozitia de mai sus, in scopul obtinerii de clone pure care apartin grupului de
bacterii lactice, apoi clonele pure rezultate se caracterizeaza prin teste de taxonomie
polifazica si teste de analiza a sensibilitatii fata de antibiotice si de analiza a capacitatii de
aderenta in vitrola celulele HelLa in prezenta tulpinii patogene Sa/monella enteridis in scopul
selectarii unei clone pure de bacterie lacticd Enteroccocus faecium catalazo - negativa,
microaerofila, homofermentativa, care dezvoltd pe mediu specific colonii de tip S, are un
interval optim de dezvoltare la pH cuprins intre 7 si 8, la o temperatura cuprinsa intre 28 si
42°C si o rezistenta la NaCl pana la o concentratie de 5%, fermenteaza riboza, L-arabinoza,
manitol, lactoza, trehaloza si amidonul cu producere de acid, procentul molar de G+C
reprezentand 37,53% din ADN-ul genomic, este rezistenta la aminoglicozidele amikacina,
kanamicina, netilmicina, sisomicina, la cefalosporinele cefuroxim si ceftriaxona, este
sensibila la glicopeptidele vancomicina si teicoplanina, prezinta un pattern de aderenta difuz
si capacitate de inhibare a aderentei celulelor de Salmonella enteritidis la substratul
reprezentat de celulele eucariote si respectiv de blocare a internalizarii celulelor patogene,
si are efect antiinfectios si antimicrobian fata de celulele viabile de Salmonella, si care, in
final, se conserva fie prin liofilizare utilizand ca mediu protector un mediu care cuprinde
10,0% trehaloza, 1,0% sorbitol si 0,5% gelating, fie prin crioconservare la-70°C folosind ca
mediu protector un mediu specific pentru cultivarea enterococilor contindnd 20% glicerol.

Procedeul conform inventiei permite obtinerea unei tulpini de bacterie lactica, izolata
dintr-o niga ecologica specifica (lapte fermentat), caracterizata printr-o activitate antimicro-
biana fata de tulpinile Bacillus subtilis LMG 17722 si Clostridium tyrobutiricum LMG 1285,
sensibilitate la glicopeptide (vanomicina si teicolpanina), capacitatea de aderenta in vitro gi
efectul protector fata de infectia cu Salmonella enteritidis prin experimente in vivo prin care
se atesta caracterul probiotic si care o recomanda ca o tulpina de tip de probiotic de uz
zootehnic.

Procedeul conform inventiei consta in aceea ca se obtine o tulpina de bacterie lactica
prin izolare dintr-o nisa ecologica specifica (lapte), care se caracterizeaza prin teste de
taxonomie polifazica, fiind incadrata in specia Enterococcus faecium, $i care se conserva
vegetativ pe mediu specific in prezenta CaCO;si timp indelungat prin liofilizare si congelare
la -70°C. Caracterul de tip probiotic al tulpinii este atestat de pattern-ul de sensibilitate la
antibiotice care a demonstrat sensibilitatea la vancomicina si teicoplanina, prin care tulpina
nu prezinta riscul de diseminare a genelor de rezistenta la glicopeptide la tulpinile patogene.
Analiza capacitatii de aderenta in vitro la celulele HelLa atat in absenta, cat si in prezenta
tulpinii patogene Salmonella enteritidis care a relevat faptul ca tulpina de Enterococcus
dezvoltd un pattern de aderenta difuz. Studiile in vivo au demonstrat eliminarea in materiile
fecale ale animalelor de experienta a celulelor de Salmonella enteritidis, reducerea ratei de
eliminare in fecale a microbiotei normale si absenta agentului patogen, atat in diferite
segmente ale tractului gastrointestinal, cat si in fecale.
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Procedeul conform inventiei conduce la urmatoarele avantaje:

- izoleaza si identifica o tulpind de tip probiotic de uz zootehnic care prezinta
sensibilitate la vancomicina si teicoplanina si elimina prin aceasta riscul diseminarii genelor
de rezistenta la glicopeptide la tulpinile patogene;

- permite obtinerea unei tulpini care prin administrare la animalele de experienta
influenteaza compozitia microbiotei autohtone, determina o crestere a densitatii bacteriilor
lactice atat a celor care adera si colonizeaza tractul gastrointestinal, cat si a celor luminale,
eliminate in materiile fecale;

- permite obtinerea unei tulpini care are capacitatea de a disloca si inhiba dezvoltarea
microorganismului patogen Salmonella enteritidis.

Se prezintd in continuare patru exemple de realizare a inventiei, in legatura cu
figurile:

- Fig. 1: Celule Hela infectate cu Enterococcus faecium CMGB 8 (A), Salmonella
enteritidis (B) si Enterococcus faecium CMGB 8 + Salmonella enteritidis (C) (coloratie
Giemsa, x2500).

- Fig. 2: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN -control negativ,
Cl - control cu infectie si CMGB 8 - administrare profilactica a tulpinii Enterococcus faecium
CMGB 8 (trei zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 3. Reprezentarea comparativd a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu infectie
si CMGB 8 - administrare profilactica a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 (trei zile
inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 4: Reprezentarea comparativa a numarului de celule de Salmonella enteritidis
viabile eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu
infectie si CMGB 8 - administrare profilactica a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 (trei
zile inainte de infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 5: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM), bacterii lactice (BL), Salmonella enteritidis la nivelul diferitelor segmente
ale tractului digestiv la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu
infectie si CMGB 8 - administrare profilactica a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 cu
Salmonella enteritidis.

- Fig. 6: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ,
Cl - control cu infectie si CMGB 8 - administrare simultana a tulpinii Enterococcus faecium
CMGB 8 cu Salmonella enteritidis.

- Fig. 7: Reprezentarea comparativd a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu infectie
si CMGB 8 - administrare simultana a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 cu Salmonella
enteritidjs.

- Fig. 8: Reprezentarea comparativa a numarului de celule Salmonella eneteritidis
viabile eliminat in fecale. CN - control negativ, Cl| - control cu infectie si CMGB 8 -
administrare simultana a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 cu Salmonella enteritidis.

- Fig. 9: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM) eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ,
Cl - control cu infectie si CMGB 8 - administrare terapeutica a tulpinii Enterococcus faecium
CMGB 8 (24 h de la infectia cu Salmonella enteritidis).
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- Fig. 10: Reprezentarea comparativad a numarului de bacterii lactice (BL) viabile
eliminate in fecale la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu infectie
si CMGB 8 - administrare terapeutica a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 (24 h de la
infectia cu Salmonella enteritidis).

- Fig. 11: Reprezentarea comparativa a numarului de celule Salmonella eneteritidis
viabile eliminat in fecale. CN - control negativ, Cl - control cu infectie si CMGB 8 - adminis-
trare terapeuticé a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 (24 h de la infectia cu Salmonella
enteritidis).

- Fig. 12: Reprezentarea comparativa a numarului de microorganisme viabile lactozo-
fermentative (LFM), bacterii lactice (BL), Salmonella enteritidis 1a nivelul diferitelor segmente
ale tractului digestiv la diferite loturi experimentale. CN - control negativ, Cl - control cu
infectie si CMGB 8 - administrare terapeutica a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 (24 h
de la infectia cu Salmonella enteritidis).

Exemplul 1. Izolarea tulpinii de Enterococcus faecium CMGB 8 s-a efectuat dintr-o
proba de lapte fermentat provenit dintr-o gospodérie taraneasca din Banat. in acest scop
10 g lapte fermentat au fost introduse in 100 ml ser fiziologic steril (0,9% NacCl), realizandu-
se in continuare dilutii zecimale. Pentru obtinerea de colonii izolate, cate 0,1 ml din fiecare
dilutie au fost insdmantati pe mediu specific solidificat repartizat in placi Petri continand
procentual (g/100): lactoza - 1,0; bactotriptona - 1,0; extract de drojdie - 0,5; gelatina - 0,25,
clorura de sodiu - 0,4; acid ascorbic - 0,05; pH 7,0, cu 1,5% agar-agar si 1% CaCO,.

Pentru crearea conditiilor de microaerofilie pe suprafata mediilor insdmantate s-areparti-
zat o pelicula de LIA semisolid (cu 0,7% agar-agar). Placile au fost incubate timp de 24-72 h
la 37°C, iar coloniile care au prezentat un halou mare in jurul lor au fost masurate pentru
determinarea indicelui de acidifiere (la) care se recomanda a fi egal sau mai mare de 1,5.

la = Grotar / Pocionie > 1,5

Un numar de zece colonii tipice cu la > 2 au fost repicate pe mediu lichid de mai sus,
obtinandu-se stocul intial de clone pure. Pentru o selectie riguroasa clonele au fost repicate
de trei ori.

Investigatiile preliminare efectuate: analiza microscopica, aciditatea totala si reactia
catalazei au permis incadrarea lor in grupul bacteriilor lactice, cu probabilitatea cea mai mare
de a apartine genului Enterococcus.

Din totalul clonelor pure a fost selectionatd o tulpina (clona purd) Enterococcus
faecium care a fost identificatd comparativ cu tulpina de referinta Enterococcus faecium I1C
14903.

Tabelul 1
Profilul enzimatic al tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8, efectuat cu
kitul API20 Strep
Substrat Reactie/Enzima Tulpini de bacterii lactice
E. faecium IC CMGB 8
14903
Piruvat Producere de acetoina + +
Hipurat Hidroliza acidului + -
hipuric
Esculina B-glucozidaza (hidroliza + +
esculinei)
Pirolidonil 2 naftilamida Pirolidonil arilamidaza + +
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Tabelul 1 (continuare)

Substrat Reactie/Enzima Tulpini de bacterii lactice
E. faecium IC CMGB 8
14903
6-brom-2-naftil « D-galactopiranozid | a-galactozidaza + +
Naftol AS-BI B-glucuronat B-glucuronidaza - -
2-naftil-B-D-galactopiranozid B-galactozidaza + +
2-naftilfosfat Fosfataza alcalina + +
L-leucina-2-naftilamina Leucin arilamidaza + +
Arginina Arginin dihidrolaza + -
Tabelul 2
Metabolizarea surselor de carbon a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 cu
kitul API20 Strep
Substrat Tulpini de bacterii lactice
Enterococcus faecium CMGB8
IC 14903
Riboza + +
L Arabinoza + +
Manitol + +
Sorbitol - -
Lactoza + +
Trehaloza + +
Inulina - -
Rafinoza - -
Amidon + +
Glicogen + -

Incadrarea taxonomica preliminara

Enterococcus faecium

Conform rezultatelor obtinute, tulpina izolatd poate fi incadratd in specia
Enterococcus faecium, avand urmatoarele caracteristici: cociizolati, in diplo i lanturi scurte
sau in gramezi, Gram pozitivi, imobili; tulpina este catalazo-negativa, microaerofila,
homofermentativa, dezvoltand pe mediu specific solidificat colonii de tip S, de culoare crem,
cu un diametru intre 0,2 si 2 mm. Tulpina prezinta un interval optim de dezvoltare la pH
cuprins intre 7 si 8, temperatura cuprinsa intre 28 si 42°C si rezistenta la NaCl panala o con-
centratie de 5%. Metabolizeaza diferite surse de carbon cu producere de acizi organici ca:
riboza, L-arabinoza, manitol, lactoza, trehaloza si amidon. Nu fermenteaza sorbitolul, inulina
sirafinoza. Se deosebeste de tulpina de referitd Enterococcus faecium 1C 14903 prin aceea
ca nu fermenteaza glicogenul. A fost evidentiatd prezenta unor enzime caracteristice
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diferitelor cai metabolice ca: B-glucozidaza, pirolidonil arilamidaza, a-galactozidaza, [-
galactozidaza, fosfataza alcaling, leucinaril amidaza. Comparativ cu tulpina de referinta
Enterococcus faecium 1C 14903, nu a fost evidentiata arginindihidrolaza si nici hidroliza
acidul hipuric. Tulpina este rezistenta la saruri biliare, produce hidrogen sulfurat si nu reduce
sarurile de tetrazoliu. Procentul molar de GC (G=guanina, C=citozina) este de 37,53%.

Tulpina izolata si identificata a fost inregistrata in Colectia Centrului de Cercetare
Formare si Consultantd in Microbiologie, Genetica si Biotehnologie (MICROGEN) ca
Enterococcus faecium avand acronimul CMGB 8.

Pentru mentinerea caracteristicilor biotehnologice se recomanda conservarea
acestora pe medii lichide, fapt care impune transferuri periodice frecvente care favorizeaza
inducerea unor modificari genetice nedorite. Acest dezavantaj a fost inlaturat prin
conservarea tulpinii pe mediu lichid specific indicat mai sus la izolarea tulpinii cu adaos de
1% CaCQO; cu rol de neutralizare a acizilor organici, in special a acidului lactic - metabolit
final al fermentatiei - adaugat in concentratie stoichiometrica fatd de sursa de carbon.
Valabilitatea conservului prin pastrare la -40°C este de 27 luni. Conservarea indelungata s-a
efectuat prin doua tehnici si anume: liofilizare prin care s-a folosit ca mediu protector: g/100
10.0 trehaloza, 1.0 sorbitol si 0.5 gelating, timp de valabilitate peste 25 ani. Conservarea prin
congelare la -70°C s-a efectuat folosind ca mediu protector mediu specific pentru cultivarea
enterococilor continand 20% glicerol, valabilitatea conservului fiind de aproximativ 10 ani.

Evaluarea proprietatilor biotehnologice a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8
izolata si selectionatd in scopul evidentierii caracterului probiotic este demonstrata in
exemplele urmatoare.

Exemplul 2. Sensibilitatea la substantele antibiotice (antibiograma) reprezinta una
din caracteristicile importante in utilizarea bacteriilor lactice ca preparate probiotice. Pentru
aceasta s-a utilizat metoda difuzimetrica (metoda Kirby - Bauer) cu discuri standardizate
Oxoid impregnate cu antibiotic. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3

Spectrul de sensibilitate la antibiotice pentru tulpina Enterococcus faecium CMGB 8
PENICILINE CEFALOSPORINE AMINOGLTCOZIDE POLIPEPTIDE
Amoxicilina R | Cefaclor I Amikacina R Colistin R
Amoxicilina + acid | | Cefadroxil R Dibekacina S TETRACICLINE
clavulanic
Ampicilina + Cefalexina S Kanamicina R Doxyciclina S
Sublactam
Azlocilina S Cefaloridina R | Gentamicina I Tetraciclind S
Aztreonam R | Cefalotina S Neomicina S MACROLIDE
Carbenicilina S Cefamandol R Netilmicina R Clindamicina S
Imipenem S Cefazolina S Sisomicina R Eritromicina R
Meropenem R | Cefetin R Streptomicina S Lincomicina R
Mezlocilina S Cefoperazona R | Tobramicina S GLIGOPEPTIDE
Moxalactam R Cefotaxim R QUINOLONE Vancomicina S
Oxacilina S Cefotetan R | Acid nalidixic R | Teicoplanina S
Penicilina R Cefsulodin R Ciprofloxacin I SULFAMIDE
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Tabelul 3 (continuare)

PENICILINE CEFALOSPORINE AMINOGLTCOZIDE POLIPEPTIDE
Piperacilina R | Ceftazidim R Norfloxacin I Nitrofuran R
Piperacilina + R | Ceftizoxim S Ofloxacin R | Trimethoprim + R
tazobactam sufametoxazol
Ticarcilina S Ceftriaxona R Pefloxacin S DIVERSE

Ticarcilina+ acid S Claritromicina R RIFAMICINE Cloramfenicol S
clavulanic

Ampicilina I Cefuroxim R Rifampicina R Fosfomicina R

Nota: R - rezistenta; S - sensibilitate; | - intermediar

Rezistenta naturald multipla a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 la diferitele
clase de antibiotice reprezinta un avantaj, deoarece preparatul probiotic obtinut cu acest tip
de tulpina poate fi administrat impreuna cu antibioticele in tratamentul infectiilor cu patogeni
restabilind astfel microbiota normala.

Enterococcus faecium CMGB 8 prezintd rezistentd naturald la aminoglicozide
(amikacina, kanamicina, netilmicina, sisomicina), ca si rezistentd la cefalosporine (de
generatia a doua: cefuroxim si de generatia a treia: ceftriaxona). in ceea ce priveste sensi-
bilitatea la antibiotice din clasa penicilinelor, Enterococcus faecium CMGB 8 prezinta sensi-
bilitate la: azlociling, carbenicilind, imipenem, mezlocilind, oxacilina si ticarcilina. Din clasa
cefalosporinelor, sensibilitatea se manifesta fatd de cefalexina, cefalotina, cefazolina si
ceftizoxim. Prezintd de asemenea sensibilitate fatd de aminoglicozide ca dibekacina,
neomicing, streptomicina si tobramicina; fatad de quinolone sensibilitatea se observa fata de
pefloxacin si de asemenea este sensibila la fosfomicina + trometanol. Antibioticele de tip
glicopeptidic sunt foarte importante pentru tratarea unor infectii severe. Este cunoscut faptul
ca tulpinile apartinand genului Enterococcus pot transfera genele de rezistenta la
vancomicing si teicoplaning, frecvent intélnite la agentii etiologici Gram-pozitivi ai bolilor
nosocomiale. De aceea, pentru tulpinile de Enterococcus folosite ca probiotic, este esentiala
sensibilitatea la vancomicina si teicoplanina.

Tulpina selectionata prezinta avantajul sensibilitatii la aceste antibiotice, deci nu vor
transfera pe orizontala (conjugare, transformare sau transductie) caracterul de rezistenta
tulpinilor indigene sau alohtone (potential patogene) din microbiota intestinald, facandu-le
mai usor tratabile.

Exemplul 3. Investigarea capacitatii de aderenta a tulpinii Enterococcus faecium
CMGB 8 (experiente in vitro) in scopul demonstrarii potentialului probiotic al acesteia s-a
facut prin metoda Cravioto adaptatd. Modelul utilizeaza ca substrat sensibil linia celulara
Hel a si s-a efectuat in placi pentru culturi celulare tip - 6 - multiwell care au permis stabilirea
capacitatii tulpinii de Enterococcus faecium CMGB 8, respectiv a tulpinilor patogene, separat
si in competitie pentru situsurile de aderentad la substratul celular ca si pattern-ul de
aderenta.

Enterococcus faecium CMGB 8 a prezentat un pattern de aderenta difuz. inceeace
priveste tulpina Sa/monella enteritidis, aceasta prezinta aderenta difuz-localizata, o parte din
celulele bacteriene suntinternalizate si determind aparitia unui efect citopatic manifestat prin
balonizarea celulelor eucariote cu aparitia de celule gigant. in prezenta tulpinii Enterococcus
faecium CMGB 8, se constata o inhibare drasticd a aderentei celulelor de Salmonella
enteritidis la substratul reprezentat de celulele eucariote si respectiv blocarea internalizarii
celulelor patogene (Figura 1).
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Exemplul 4. Experimente in vitro pe culturi de celule epiteliale in prezenta/ absenta
tulpinilor patogene care au demonstrat efectele antimicrobiene si competitia pentru situsurile
de aderenta au servit drept baz& pentru selectarea tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8
in etapa a doua - studii in vivo.

A fost conceput un model de infectie experimentala in vivo, care a utilizat animale de
laborator (soareci conventionali), la care s-a urmarit evidentierea interactiunilor tulpinii de
Enterococcus faecium cu microorganismul patogen Salmonella enteritidis. in cazul admi-
nistrarii profilactice a tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 s-a observat faptul ca are loc
0 scadere a numarului de microorganisme lactozo-fermentative eliminate in fecale (fig. 2)
comparativ cu lotul martor, caruia nu i-a fost administrata tulpina probiotica. De asemenea
numarul de bacterii lactice eliminate este relativ mai mic comparativ cu numarul de bacterii
lactice eliminate in fecalele animalelor carora nu li s-a administrat tupina Enterococcus
faecium, ceea ce indica abilitatea tulpinii probiotice de a se lega la situsurile de aderenta de
la nivelul mucoasei intestinale (fig. 3). Acest fapt este confirmat si de rezultatele obtinute in
cazul cuantificarii numarului de celule viabile de bacterii lactice de la nivelul diferitelor seg-
mente ale tractului digestiv (fig. 5) care este mai mare la lotul cu probiotic fata de controlul
negativ.

Analiza compozitiei microbiotei de la nivelul segmentelor tractului intestinal indica
faptul ca administrarea tulpinii de Enterococcus faecium CMGB 8 determind scaderea
numarului de microorganisme lactozofermentative si la nivelul celor trei segmente ale
tractului digestiv (duoden, ileon, colon) (fig. 5). Aceste rezultate demonstreaza ca tulpinile
de bacterii lactice administrate profilactic exercitd un efect bactericid si asupra
microorganismelor din microbiota normala.

in acelasi timp se observa faptul c& administrarea profilactica a tulpinii Enterococcus
faecium CMGB 8 conduce la scaderea numarului de celulele viabile de Salmonella enteritidis
eliminate in fecale comparativ cu lotul infectat (Cl) (fig. 4) si la absenta totala a celulelor
microorganismului patogen la nivelul segmentelor tractului intestinal (fig. 5) ceea ce indica
actiunea inhibitorie exercitatd de tulpina de bacterie lactica aspura celulelor de Sa/monella
enteritidjs.

in cazul administrérii tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 simultan cu infectia cu
Salmonella enteritidis, s-a evidentiat faptul ca are loc:

- scaderea numarului de microorganisme lactozo-fermentative eliminate in fecale
(fig. ) ca si in cazul administrarii profilactice a bacteriilor lactice;

- cresterea initiala la timpul 0, urmata de mentinerea relativ constantd a numarului
bacteriilor lactice eliminate (comparativ cu lotul martor negativ) (fig. 7);

- in ceea ce priveste celulele de Salmonella enteritidis, acestea au fost complet
absente din fecale (fig. 8).

in ceea ce priveste distributia microorganismelor la nivelul diferitelor segmente ale
tractului intestinal (tabelul 4) s-a constatat o crestere a numarului de celule de bacterii lactice
comparativ cu lotul control. Aderenta bacteriilor lactice la nivelul segmentelor intestinale
poate explica absenta celulelor de Salmonella din ileon si colon.
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Tabelul 4
Numarul de microorganisme viabile lactozo-fermentative (LFM), bacterii lactice (BL) si
Salmonella la nivelul diferitelor segmente ale tractului intestinal, in cazul administrarii
tulpinii Enterococcus faecium CMGB 8 concomitent cu infectia cu Salmonella,
CN - control negativ si Cl - controlul cu infectie

Segmente Duoden lleon Colon
intestinale
Microorganisme BL LFM Salmo- BL LFM Salmo- BL LFM | Salmo-
nella nella nella
Control negativ 7x10° 0 0 0 102 0 6x107 | 5x10* 0
Control cu infectie | 7x107 0 0 10° 10° 1x10* | 2x107 10* 2x10?
CMGB 8 + infectie | 2x10® | 4x10? 0 3x10% | 5x10° 0 3x10% | 4x10° 0

in cazul administrarii probioticelor dupa 24 h de la infectia cu Salmonella, rezultatele
sunt similare cu cele obtinute atunci cand probioticele au fost administrate simultan cu
infectia (fig. 9 si 10), si anume:

- creste numarul de celule de Salmonella eliminate in fecale la48 h,iarla72 hnu au
mai fost evidentiate celule viabile ale microoganismului patogen (fig. 11);

- la nivelul segmentelor intestinale, se observa un numar mare de bacterii lactice, iar
Salmonella este absenta in cazul administrarii probioticelor (fig. 12).

Concluazii

1. Administrarea de bacterii lactice viabile soarecilor conventionali infectati cu doze
mari de Salmonella enteritidis determina eliminarea rapida a celulelor infectioase in fecale
simultan cu scaderea ratei de colonizare a microorganismului patogen.

2. Analizele comparative privind administrarea profilactic&, simultana si dupa infectia
cu Salmonella sugereaza faptul ca tulpinile potential probiotice exercita un efect vizibil
antimicrobian atunci cand sunt administrate simultan cu infectia.

3. Tulpina de Enterococcus faecium CMGB 8 prezinta activitate antimicrobiana, fapt
evidentiat prin lipsa celulelor viabile de Salmonella enteritidis, atat la nivelul segmentelor
tractului intestinal, cat si in fecale.
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Revendicare

Procedeu de izolare, selectie si conservare a unei tulpini probiotice de Enterococcus
faecium, bacterie lactica pentru uz zootehnic, caracterizat prin aceea ca:

- se izoleaza o tulpind de Enterococcus faecium prin realizarea de dilutii seriale
zecimale dintr-o proba de lapte fermentat care se insaméanteaza pe un mediu specific care
cuprinde 1,0% lactoza, 1,0% bactotriptona, 0,5% extract de drojdie; 0,25% gelatina, 0,4%
clorura de sodiu, 0,05% acid ascorbic, 1,5% agar-agar si 1% CaCOQO;, cu pH 7,0, peste care
se repartizeaza o pelicula de mediu specific semisolid cu 0,7% agar- agar si care se
incubeaza timp de 24...72 h, la 37°C, rezultand colonii inconjurate de un halou transparent,
carora li se masoara indicele de aciditate, iar din acestea se selecteaza colonii cu indice de
aciditate I,>2, care se repica de 3 ori pe un mediu avand compozitia de mai sus, in scopul
obtinerii de clone pure care apartin grupului de bacterii lactice,

- se caracterizeaza clonele pure rezultate prin teste de taxonomie polifazica si teste
de analiza a sensibilitatii fatd de antibiotice si de analiza a capacitatii de aderenta in vitro la
celulele Hela in prezenta tulpinii patogene Salmonella enteridis, in scopul selectérii unei
clone pure de bacterie lacticd Enteroccocus faecium catalazo - negativa, microaerofila,
homofermentativa, care dezvolta pe mediu specific colonii de tip S, are un interval optim de
dezvoltare la pH cuprins intre 7 si 8, la o temperatura cuprinsa intre 28 si 42°C si o rezistenta
la NaCl pana la o concentratie de 5%, fermenteaza riboza, L-arabinoza, manitol, lactoza,
trehaloza si amidonul cu producere de acid, procentul molar de G+C reprezentand 37,53%
din ADN-ul genomic, este rezistenta la aminoglicozidele amikacina, kanamicina, netilmicina,
sisomicina, la cefalosporinele cefuroxim si ceftriaxona, este sensibila la glicopeptidele
vancomicina si teicoplanina, prezintd un pattern de aderenta difuz si capacitate de inhibare
a aderentei celulelor de Salmonella enteritidis 1a substratul reprezentat de celulele eucariote
si respectiv de blocare a internalizarii celulelor patogene, si are efect antiinfectios si
antimicrobian fata de celulele viabile de Salmonella, si care, in final,

- se conserva fie prin liofilizare, utilizand ca mediu protector un mediu care cuprinde
10,0% trehaloza, 1,0% sorbitol si 0,5% gelating, fie prin crioconservare la -70°C, folosind ca
mediu protector un mediu specific pentru cultivarea enterococilor contindnd 20% glicerol.
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