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Probioticka smés pro novorozena selata

Oblast techniky
Predkladané technické feseni poskytuje probioticky pfipravek pro zlepseni fyziologickych

a imunitnich vlastnosti traviciho traktu prasete domaciho Sus scrofa prostiednictvim osidleni smési
prospésnych bakténi.

Dosavadni stav techniky

Selata v produkénich chovech ihned po narozeni prichazi do styku s mikroflérou prasnice
a stajového prostiedi. Soudasti této mikroflory jsou jak komenzalni, tak patogenni baktérie. Casna
interakce mezi komenzalnimi a patogennimi baktériemi muize anebo nemusi vést k uhynim
v prvnich dnech Zivota. Skladba stfevni mikrofléry sajicich selat je do znacné miry predurCena
jejich mléénou vyzivou. Baktérii vhodnych pro traveni mlééné diety je vSak v trusu prasnic
a stajjovém prostfedi malo, a proto osidleni traviciho traktu selat vhodnou mikroflérou trva
1 nékolik dni. Po tuto dobu nejsou selata pfirozenym zpusobem chranéna a v travicim traktu muze
dojit k pomnoZeni nezadoucich baktérii jako naptiklad Clostridioides difficile a Clostridium
perfringens. Nezadouci je 1vysoky podil Escherichia coli, z nichz nékter¢ kmeny mohou
enteropatogenni. Vysledkem pak jsou priijmovita onemocnéni spojena se zvySenymi thyny.

K predchazeni klinickych pfiznaki prijmovych onemocnéni novorozenych selat se Casto pouziva
preventivni aplikace antibiotik ithned po narozeni. To je v rozporu se sou¢asnym trendem snizovani
spotfeby antibiotik. Proto se hledaji jiné cesty, jak zabezpecit spravny rozvoj stifevni mikroflory
selat, ktery pfirozenym zpusobem potla¢i multiplikaci nezadouci flory.

Podstata technického feSeni

Cilem bylo vybrat, pfipravit a otestovat ucinnost probiotické smési snizujici ithyny novorozenych
selat a potlacujici vyskyt patogennich klostridii a £. coli ve stfevnim obsahu sajicich selat. V ramci
predkladané¢ho technického feseni bylo studovano vice nez 100 riznych bakténi, které pivodci
technického feseni postupné izolovali z traviciho traktu prasat a stanovili u nich kompletni sekvenci
genomu. Z nich puvodci technického feseni vybrali zastupce rodu Bacteroides, a to takové druhy,
které jsou charakteristické pro stfevni mikrofloru sajicich selat a soucasné jsou velmi nizce
zastoupeni ve stfevni mikroflofe dospélych prasat véetné prasnic.

P1i studiu rozvoje stfevni mikroflory sajicich selat pavodci zjistili, Ze prvni 3 az 4 dny Zivota se ve
stievni mikroflofe selat 1 bez zjevnych klinickych priznaki bézné vyskytuji patogenni klostridie.
Ke sniZeni jejich vyskytu dochazelo okolo 4. dne Zivota, pravé v dob¢, kdy dochazelo ke zvyseni
pritomnosti zastupcli rodu Bacteroides. Negativni korelace mezi pfitomnosti patogennich klostridii
a Bacteroides puvodce proto vedla k myslence vyuzit zastupce rodu Bacteroides jako probiotika
pro osidleni novorozenych selat. Navic prasnice ve své stfevni mikroflofe maji nizké zastoupeni
baktérii z rodu Bacteroides (nahrazuji je zastupci piibuzného rodu Prevotella) a proto se nemusi
chovat jako optimalni zdroj téchto baktérii pro sajici selata. Podani smési baktenialnich kultur
nékolika zastupcu rodu Bacteroides novorozenym selatim tak povede k rychlejsimu vyvoji
zadouci stfevni mikroflory sajicich selat, ktera by zabranila pomnoZeni patogennich
mikroorganizmi.

Predkladané technické feSeni proto predklada probioticky pripravek, ktery vyhovuje vyse
uvedenym pozadavkum. Obsahuje vice nez jednu baktérii, které jsou charakteristické pro sajici
sclata, ale presto si zachovava jednoduché, technicky realizovatelné, sloZeni. Pritom zajisti
efektivni osidleni traviciho traktu selat od prvnich dnu Zivota, snizi pfitomnost nezadoucich



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 36679 U1

bakterii v travicim traktu, snizi uhyny a snizi potfebu terapeutického pouziti antibiotik pro korekci
zdravotniho stavu selat.

Predmétem predkladaného technického feseni je tedy probioticka smés vhodna pro podani
novorozenym selatum, ktera obsahuje jako uéinnou slozku ¢tyfi rizné baktérie, a to Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus a Bacteroides xylanisolvens.

Ve vyhodném provedeni je predmétem predkladaného technického feseni probioticka smés vhodna
pro podani novorozenym selatim, ktera obsahuje jako ucinnou slozku ¢tyfi nizné baktérie, a to
Bacteroides fragilis CAPM 7018, Bacteroides thetaiotaomicron CAPM 7019, Bacteroides
vulgatus CAPM 7020 a Bacteroides xylanisolvens CAPM 7021. VSechny uvedené kmeny byly
uloZeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismu (Collection of Zoopathogenic Microorganisms,
CAMP), Hudcova 70, 621 00 Bmo.

Probioticka smés podle technického feSeni ma oproti vSem podobnym, doposud pfipravenym
produktium, tyto technické vyhody:

- Vybran¢ druhy odpovidaji druhtim, kter¢ se nejCastéji vyskytuji ve stfevni mikroflore sajicich
selat.

- Vsechny izolaty byly pavodné izolovany od selat a u vS§ech kmenu byla stanovena uplna
sekvence jejich chromozomu.

- Znalost uplné¢ genomové sekvence umoznila zaradit do probiotického preparatu jen kmeny,
které neprenasi zadné znamé geny pro rezistence k antibiotikiim, které se vyskytuji u baktérii
rodu Bacteroides (zejména geny tetQ a lind). Kmeny v probiotickém preparatu tedy nejsou
prenaseci zadnych znamych, horizontalné prenositelnych, rezistenci k antibiotikiim.

- Znalost celogenomové sekvence umoznila pfipravit pro kazdy kmen pfisné specifické PCR
pro jejich detekei a kvantifikaci v trusu selat nebo libovolném dal§im biologickém vzorku.

- Jedna se komplexni smés 4 jasné€ definovanych baktéri.

- VSechny baktérie patfi za pfedpokladu dodrzeni anacrobni kultivace mezi in vitro pom&m¢
snadno kultivovatelné.

- Vsechny baktérie l1ze kultivovat v médiu bez pfidavku jakychkoli produkti Zivoéisného
puvodu.

- Jejich striktné anaerobni povaha je Cini relativné bezpeCnymi, protoze po 24hodinové
inkubaci na vzduchu se jejich Zivotaschopnost blizi k nule.

- Baktérie ze smési ucinn¢ osidluji travici trakt selat po jednorazové aplikaci.

- U osetfenych selat se v mensi mife vyskytuji patogenni nebo oportunné patogenni baktérie
puvodem z prostfedi, jako je Escherichia coli nebo Clostridium perfringens.

- U osetfenych selat je nizsi potfeba terapeutick¢ho uziti antibiotik za ucelem korekce
zdravotniho stavu.

Probiotickou sm¢s podle technického reseni lze podavat selatim kdykoli v prubéhu Zivota.
Nejvyhodnéjsi je vSak jeji podani selatim bezprostfedné po narozeni. Smés je proto urCena
zejména k aplikaci jednodennim selatiim nebo selatim ve véku 1 az 5 dni, vyhodnéji 1 az 3 dni.
Smés l1ze podavat oraln¢ v pitn¢ vodé. Probioticka smés byla otestovana jako zcela bezpecna pro
novorozena selata. Pri testovani bylo zjisténo, Zze po oralnim podani novorozenym selatim tvofi
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baktérie z probiotické smési piiblizné 20 % z celkové stfevni mikroflory ¢tyrdennich selat. Baktérie
z probiotické smeési ze stfevni mikroflory vytlacily baktérie, které¢ mohou zpusobovat zanéty
a nezadouci fyziologické stavy, jako je E. coli Clostridium perfringens nebo Clostridium difficile.
Probioticka smés podle technického feseni pii testovani nevykazovala zadné negativni vlastnosti,
anaopak chranila sclata pfed uhyny a snizovala potiebu terapeutického uziti antibiotik.
Predkladana probioticka smés je proto velmi vhodna pro pouziti jako probioticky preparat pro
selata, ktery ucinngé zlepSuje zdravotni stav a fyziologické vlastnosti selat bez nezadoucich
vedlejsich ucinka a omezuje tak potfebu pouziti antibiotik.

Pripravek je s vvhodou formulovan pro oralni podani, a obsahuje tedy kapalny nosi¢ na bazi vody.
Kapalnym nosi¢em miuze byt voda, fyziologicky roztok nebo riustové médium pro baktérie.
Ruistové médium pro pomnozeni a fermentaci neobsahuje Zadné ingredience Zivodi§ného puvoda
a sestava se pouze z peptonu ze sdjovych bobu (enzymaticky digestat), kyselého hydrolyzatu
sojovych proteint a kvasnicového extraktu.

Probioticky pfipravek s vyhodou obsahuje alespont 10’ CFU, vyhodnéji 107 az 10° CFU, na mililitr
tekutého produktu kazd¢ z obsazenych baktérii. Pfedmétem predkladaného technického feseni je
tedy probioticky pfipravek obsahujici baktérie pro pouziti jako probioticky preparat pro 1écebné ¢i
preventivni zlepSeni imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti stfevniho traktu prasat Sus scrofa.
ZlepSeni imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti s vyhodou zahmuje prevenci infekei traviciho
traktu drubeze patogeny, zejména patogeny FE. coli anebo Clostridium perfringens anebo
Clostridium difficile.

Pripravek je mozno podavat jednorazové v jedné jednotkové davcee nebo opakované v nékolika

jednotkovych davkach rozloZenych v ¢ase. S vyhodou se v§ak poprvé podava béhem prvniho dne
zivota selat s vyhodou mezi 8 az 12 hodinami po porodu.

Objasnéni vvkresu

Obrazek 1. Druhové sloZeni 11 nezavislych Sarzi probiotického preparatu.

Obrazek 2. U&innost kolonizace traviciho traktu sajicich selat baktériemi z probiotického preparatu.
Selata oSetfena davkou probiotickych baktérii prvni den Zivota méla 5 dni po aplikaci zvySené
mnozstvi probiotickych baktérii v trusu.

Obrazek 3. Vyskyt Clostridium perfringens a Clostridium difficile u sajicich selat pres vSech Sest
nezavislych opakovani. Aplikace probiotického preparatu snizovala vyskyt patogennich klostridii
ve srovnani s kontrolnimi neoSetfenymi selaty.

Obrazek 4. Vyskyt Escherichia coli ve sttevni mikroflofe sajicich selat. Nejvyssi zastoupeni £. coli
bylo zaznamenano u kontrolnich selat. Podani probiotického preparatu vedlo ke sniZeni zastoupeni
E. coli ve stfevni mikroflore sajicich selat.

Obrazek 5. Terapeutické uziti antibiotik u probiotickych a kontrolnich selat. Zdravotni stav
kontrolnich selat vyzadoval u 58 % z nich pouziti antibiotik. Podani probiotické smési snizilo
nutnost pouziti antibiotik ve vSech sledovanych turnusech. V praiméru se 1 u probiotiky-osetfenych
selat pouzila antibiotika ve 29 % pripadu. To vSak predstavuje sniZeni spotfeby antibiotik na
polovinu.
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Priklady uskuteénéni technického feSeni

Priklad 1: Identifikace a izolace vhodnych bakteridlnich druhii specifickych pro mikrofloru selat

Na zakladé predbéznych poznatku a tivah byly baktérie adaptované na novorozena selata vybirany
ze zastupcu rodu Bacteroides. Na druhy z tohoto rodu se zamérila nasledna kultivace, ktera byla
provadéna z trusu selat nafedéného ve sterilnim fedicim roztoku (0,1 g siran hofe¢naty heptahydrat,
0,2 g monobazicky fosfore¢nan draselny, 0,2 g chlorid draselny, 1,15 g dibazicky fosfore¢nan
sodny, 3,0 g chlorid sodny, 1,0 g thioglykolat sodny, 0,5 g L-cystein, 1000 ml destilovana voda,
pH 7.5 pfi 25 °C). Jednotliva fedéni byla vyseta na Wilkins-Chalgren (WCHA) agar a inkubace
probihala v anaerobni atmosféfe sestavajici se z 10% CO-, 5% H: a 85% N, po dobu 72 hodin pii
37 °C. Z narostlych kolonii byl alikvot resuspendovan v 1,0 ml BHI bujonu s 10% glycerolem
a zamrazen pii -70 °C pro dalsi pouziti. Z jiné¢ho alikvotu byla izolovana DNA, ktera byla vyuzita
pro stanoveni kompletni sekvence bakterialni DNA a naslednou druhovou identifikaci. Se znalosti
celogenomové sekvence byly identifikovany geny specifické pro kazdou z uvedenych baktérii a na
n¢ byly zacileny Sybr Green real time PCR pro detekci a kvantifikaci cilovych baktérii
v libovolném typu vzorku, zejména vSak v trusu oSetfenych selat s vyuzitim nasledujicich
specifickych primeri:

Cilovy druh Forward primer Reverse primer
Bacteroides vulgatus atagttggtgcaageggagg (SEQ ID | tcctgagcattccaagtegg (SEQ ID
CAPM7020 NO. 1) NO.2)
Bacteroides fragilis caacgacacaacagcttccg  (SEQ ID | tecgagtecattcgtecccaac (SEQ ID
CAPM7018 NO. 3) NO. 4)
Bacte.roza’es. gttgctcecatgttgacgag (SEQ ID gccataagccgagcaatgag (SEQ
thetaiotaomicron NO. 5) ID NO. 6)
CAPM7019 ' '
Bacteroides xylanisolvens | ctaccgttatcgcaacctcg (SEQ ID gacagctcccacatccatacg (SEQ
CAPM7021 NO.7) ID NO. 8)

o tcctacgggaggceageag (SEQ ID cgtattaccgcggctgct (SEQ ID
Eubakterialni 16S rRNA NO. 9) NO. 10)

Cilové sekvence pro primery jsou nasledujici (mista, kde primery priléhaji, jsou vyznacena
tuénymi velkymi pismeny):

Bacteroides vulgatus CAPM 7020
FIG00407595: hypoteticky protein

atgaaacgaaaaacacttaaaagaaaaatttctattgttggcattttagtttttgtcagtatgatagtttattcatgttgg caagatgaatggtcetec
aatgtaactgatgaagttatttttgacagcaataaagaattgaccattgctaaagcagaacaatggtataatgecaccaatccctcagcetactac
agttagatccttaagtgctgacgggcgaattccagcaaagectaattggaacaaggctaaagaaagtagaaaaggagatttagaggtagttg
aaacgactctaatgacaagcggtagtacattttttatggataacgaaacaaaagaaaaatatgaactacaagatgatttggataaaatatataat
gtagtacgcatggtaatattgaagaatctagaaacaggtgagatttacaacttcatcatggtattcataggtacttatgattatttgatgcatacca
cctcttttgaaaacaattcttatttacatcgtgaagetgattttgatggaaaagttttattctacaatttcaattatggattggtaaatggttggaaatat
gaatcagggaaaataacagcctccatttctccgggaacagaggaaggataccgtatgagtttgcaaagaggaagaggacaatcegtatgta
atacggaaatagactggatggaaaagcggaattgtcataatgatatcgtttgggatcatgaactggggctgeceggceatcgatgtaatttgeg
acaagtatttacatcctgagtatcatgaagtttgcgtttcattggatgatgacgaaatggatggcggaggtggtggatataatcetecttcaaate
ctcctgaaacacctectactecttgtaaacgtgcetaaaacattgtcgcaggacgceageatttaaatcgegtataaaagatgtgtatagaaaaac

attttctgcaggcaatactgtggagcaaggctttatacagacttcagacgggceaaactattttcccgaacgtacaagaatcaggaagtgcecaa
attcacaaatgatcaaatagcaggaaaagaaatcatggaatggtaccattcccaccctacaggetctatgattacttcatgggeagatttaaag
gctttagctatacgataccaacagggatatgtgagatcagagaattttacttatggaattgtttcaacgtttggatgtctgagtatcatgataacttc
tccggtagatttcaatgcttttgctactaaagttagaaatggtgaactttccgaaagttggaacg cttatATAGTTGGTGCAAGC
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GGAGGgggagttgatgaatgtataggtcagttgcttaaatttttagatcgcaataactccggtetgtcagtgatgtttagttcgaatattgatg
aaagcaat CCGACTTGGAATGCTCAGGAactagcttctaatgggaaatctgtaaatatggaatgtaaccaataa (SEQ
ID NO. 11)

Bacteroides fragilis CAPM 7018

Fe(IIT) ABC transportér, periplasmaticky Zelezo-vazici protein (Iron(I1II) ABC transporter
periplasmic iron-binding protein)
Atgatgaaccgatcttcttttattctttttgtactaatatcatttctgetcactgettgcaaagaaaagcagaaagcaacactcactgtcgaagaag
gtgttccggeccctetttcatatgcagaaggattcggaataacacattctectgaatacactacagtaacagtatataatccctggaaa
ccgggagagacctatgatatctattatcttgtgaaaaccgaagatcagcectgteectgecaacggtcacaaaatagtgatcccactaaaaagt
attatgaccaactcagctactcatttggggtttcttgaacttctgggggaattgcataaagtgacaggggtgtgcaactcggcectatatttacaat
cctaccattctgcaaggtgtcaaagagggtaaaataaaagatttgggcgatgetttcaatctggacatagaaaacttacttttattacacccaca
ggccgtaatgacttctgectacaataccgaagacgaaaacagecgacgtatgaaacaaacgggattgectatcctatataatattgaatggca
agaaaaatctattctgggacgtgcagaatggattaaatttgtcggagcccttttcgacaaagaagcattggetgacagceattttcgggcaaata
gcaaaacaatacaatgaagtaaaaaagagtgccgagaaattttcatatgcgecttctatactttccgggeaagattacaggggaacctggtet
atgccgggaggaagaagctatagtgcacaactcttccgegatgeaggtgecaattactattatgcCAACGACACAACAGCT
TCCGgtagtatatccagcaatattgaagaagctctgatacatttcaaccaagctgacatatgggtaggcgtacaagcecaatactttggaag
aGTTGGGACGAATGGACTCGA aatacaaactattcaaatcatataaagacggcaatgtataccatataaacaagcggg
caaatgctactggtggaaatgactattgggaaagtggagtagctcgtccggatctattattgagtgatatgatcaagatcgttcatccgacacta
ttgcctgactacgagttaacttacatggataaattaagaagtgaatga (SEQ ID NO. 12)

Bacteroides thetaiotaomicron CAPM 7019
pravdépodobna sulfataza atsG (probable sulfatase atsG)

atgaataattcaaatctaattaaaataGTTGCTCCCATGTTGACGA Gtattttatcgtgcagcaaaccgagtgaagagata
gtcatcaatcatcccaaggaggtgagaagtactccaaatatattgtttgtcattgcetgacgatcaatctttccCTCATTGCTCGGC
TTATGG Caattcttttgttaagactccggcatttgattatatagctagccagggatgcttgtttcagaatgcttatgtgacatctecgggtag
tagtccttccagagcatctattttatcaggaatgtatecttggcaaataaaggaggcaggaactcattgttcatattttccaaaagatatagtttgcet
atacagatattctgactgctaatggttataacgtaggttatactggtaaggggtgggcaccaggegattgtaaggaaagaggggtaaatceeg
caggaaaagcttttaataagaaaaaactgacccctcectatagtggceatatccaatatagactatgttgaaaactttaaattgttttatcaagatag
cgataaaaaacaaccattctgtttttgggtaggctttaatgaaccacatagaggttttgaacgtgattcatggcagaaagagaataaatcactct
caatcgttagtgtaccgggtttcttgcctaatcatgatgttgttaaaggtgatttattggactattcggtagaaatagaatatcaggatgcacaatta
caaaagataattgattttctgaaggaaaaaggtttgtttgataatacattgattatagtgactgctgataacggtatggcttttccaaatgcaaaag
ctacctgttacgatgccggggtacatgttccattagecatctgttggggagacaagataaaaagaaagaatactagegaaattgttagttctgta
gattttgctccaacgatgttggacgcagcaggtataaatcgttcttcctatgggcacatgtcaggcaaaagtatgttgectttcttaatggaaaac
aaagaacagaaaagagaagctgtctattttggaagagaaagacatagetcttcacggtatgcaaacttaggttatccaataagaagcecttaga
aaaggaaattatttgtatataaggaactttcatccggaaagatggccageaggtgatccgacacctttggataaaaacaacaatttggcaaag
gcccattctggttatttcgatatagacggttcacctactaagcagttttttattaataacagggagaatggcgatggtgtacaatatttcatcegtac
tgtcggtttcagaccttatgaggagttatataacattgagaatgatccctgttgtcttgataattgtattgaaaaaccagaatataagggtgtattgt
cagagttaagaggcagattggatcagttactatatcagacgaatgatgtaagagtaacttccgaaaagggggacagtatttgggaatcatatc
cacgaatagatagtataaggaattttcctccctatgagtag (SEQ ID NO. 13)

Bacteroides xylanisolvens CAPM 7021

C-terminalni ¢ast dvoukomponentniho systémového senzoru hybridniho regulatoru odpovédi /
histidin kinazy (C-terminal part of two-component system sensor histidine kinase/response
regulator hybrid)
Atgaccaaagctaaatttcttgttgtttattgcctgttcatatcgggactttgttgcatggcaaatgtgacgaaggatatcaatatgegetttaagg
acgtaaggcagggactttctcatcaaacagtcaattgtttctatcaggatgaattcggatttttgtggatcggcactcaagacgggctgaaccg
atttgacggacgtaagtttgaagtattcaaaccggataacgctaatccttattccatcaatatcaataatatcaggeaggtttgcggaaataaage
cggattgctctttatccgtagtttgcagagegtgactctttatgatatgcgtttgaatcgtittagggtgttgcgtgaaggagaagttgcgggaate
tgttatgcgcacgatgcattatggatagctaccggaaaggaaat CTACCGTTATCGCAACCT CGaccaggegeccgag
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ttattcttttcatttccttcggatgaggaggatgtattgatgaacagtctcatggttcgtcagaatcagacagtggtggtgggtacttcttcgaaag
gtgtatactgcatcgaccagtctgcacatatcacccgg CGTATGGATGTGGGAGCT
GTCaattcaataacagaagatagaaacgggagtatctggatagctaccagaaacagagggctcatacggttggatgaagatggaacact
tactcatttcaagcataataaggtagctgaaaatacgattaaccataataatgtgcgtcatgtgacgcaagctaatgatagtctcetgtatatcgg
aacctatgccggtttgcagactttaaacctgtttaccggagagtttacagattatgaatatgacttgaatgtggaggeggecgatatacgttceat
tatttcgatgcattatgacacttcggggactttatggttggggactttctatcagggaatccaatattataatgtagcgaatgatgctttecattttta
ccgctegtctacggetgttggcggtcatttgaattcttatattatcagttceattgeccgaagaccgttceggecggatctggtttgcaagtgaagg
aagcgggttgaactattatgataaacataccaaacgctttttccctttaaaaaaggtctattctcaagagctttcttttaagatagtgaagtctcttta
ttatgagaaagagccggattatctttgggtagettctctttatcagggaatcaaccggattaatctgtcgaccggacatatagaatctatctcgga
aaacatctatactccggaaggaaaaacagttgttgacagagectataatctggtgaaaatgatagagtttgccggecacgattctttattgatag
ctgccaagggaggattgcttgtattggataaaaaacaccttcgacttcatcatttcgaacacccttcgttggetgecaaacatctgtcgeaggttt
gggatatgacgtttgacaaagacggggatttatggctgactacctcttttgatctgatacgagtcaacctcaaagegggeactgeccatagtta
tectttttccaaaatagcgcagagcacagegcageatcacatcaaccacattttatgtgataagaaaggacgtatatggctgggatcgacagg
ctcgggaatttatctatttgataagaagacagattcttttgtgggatacggagegaaacagggattggaaaatggatttataaccggattggtgg
agagtcctttggatggttctatctatgtggcaaccaatggtggtttctctaaattcaacctggcaacgactacattcgagaactataacagacag
agtgattttcccttgaataatgtaaatgacggagggctgtatattgegtccgaccacgatatttacgtgtgtggtctggcgggtattgtctetatcg
cccaggaaaagctgaacaagceagtctgttgactatgatgtgtttgtaaaacgggtgcttgtggataatacggaaatacaaccgcttgattegtt
ggggcttatcaaagaaaccgtattgtatgaacatcggttagtattgccgeccagatattcttcegteacttttgagatagcaagtaacacectga
ataatatttctaatatcggtctggaatataaacttgaaggctttgacaacgaatatatgaaggcgggcgataatacaatgattacctataccaatc
ttcatccggggcattatactttccatgtccgtggegaccaggtgggegttcacggtcgggaageaccttecgttagttttgagetgatagtgga
ggctecggtttatcagegggcatggtttattttgctgatggtgctgacagctatecttattgecggctatattatcegtatgttctggatacgaaaa
actttgcggcactctttattggccgagaaacgggaaaaagagtatatcgaaagtgtgaaccagtccaaactgegtttctttaccaatgtatcge
atgaattccgtactcegttaacacttatatccagecagcetcgaaatgcetectgatgcataaggacattattcctgaagtatataataagattctgga
tatttataaaaattcccgccggatgaataacctegtggatgaagtcattgatatacgcaagcaggatcagggatacttgaaactaaagattttta
aagagaatattgtggcggtgatagaggaaatttgtggttctttctatagttatgcccaactgaataagatagatctcegcttttcttccactctgaa
agaagctgatttgtatattgacaaaacacagatagagaaagtattctataatttattgtccaacgcttttaagtatacgaagccetggtgactggatt
tctgttgagctgtcageggaaggagataatgacattgtgatttcagtcaacaacctgggggtaggeattgataaatccaagatcaaacatgtat
ttgaacggttttggcaggatgattcggcaacaaccacacgaactgtcaaaggatcgggcattggattggcgatggcgaaaggaattgtaga
gttgcatcagggaaccatcggagtggaaagegaaccgaatggagttacctettttaccgttactctccaccgggatgcgaatatgaatatgga
agtctcttcctecgeagacgageacgttgecgaacattatataatagagectcaagaaatctcggaaatggtgaagecggataaaacggtga
aaatactgattgtagaagataacccggaaatgcgtaaagtattgacgcagatttttgaacagatatatgaggtatatacggetgecgacggge
aggaaggattggaacgggcttcttcgctccaaccgceagatgattgtaagtgacgtcatgatgectgtcatgtecggactggaaatgtgegag
aagttgaaaagtaatttgcagaccagccatatacctgttgtcttgetgacageecgcaaccgggaagaacatactttggaaggcttgcagaca
ggtgcggatgattatatctccaaaccttttaatatcaagatattggtagcccggtgcaacaatatcattcagactcgtaaactacttcaacaacgg
tttgttcgaaacgacgaacctaaagtggaagaccttcegtttaatccgatcgataaaaagatgttgatggatgctacggcgattgtggaatctta
tattgataacccagactttgacgtagctacttttgcacgagaaatgtgtatgagcagaacgttgcttttcactaaattgaaagcattgaccggaca
gaccccgaatgactttattttatctttgagactgaaaaaagcaacagaaaaattgcggaatgaccccaatgeectgattgetgatatageatttg
attacggtttttctaatccaagttattttatccggtgttttaaaaatgcttatgatattactccggetgettatagacggaaatatacaagctcttaa
(SEQ ID NO. 14)

Pro normalizaci na celkovy pocet bakténi ve vzorku byla pouzita PCR s primery amplifikujicimi
¢ast genu pro 16S rRNA vsech baktéri. Po PCR se odecetla Ct hodnota amplifikace jednotlivych
druht Bacteroides od Ct hodnoty amplifikace bakterialni 16S rRNA (ACt). Nasledné se na tento
rozdil umocnil zaklad 2 (24¢Y), vypocetla se pfevracena hodnota (1/24%") a vysledek se pro pfepodet
na procentualni zastoupeni vynasobil &islem 100 (100 x 1/2€Y). Na zavér se tato hodnota
vynasobila koeficientem 7, ktery predstavoval pfibliznou korekei mezi primémym pocétem kopii
genu pro 16S rRNA v baktenialnich genomech (ktery jsme pouzivali pro normalizaci) a skutecnosti,
ze cilové geny se vyskytovaly v genomu Bacteroides pouze v jedné kopii. Tim se ziskalo
zastoupeni jednotlivych druhii rodu Bacteroides v celé bakterialni populaci v procentech.

Priklad 2. Priprava probiotické smési

Vsechny kmeny byly kultivovany 24 hodin na WCHA agaru (Wilkins Chalgren Agar, Oxoid) pfi
37 °C v anaerobnim kabinetu v atmosfére N», CO> a H,. Po kultivaci byly jednotlivé bakterialni
kultury smyty z povrchu agaru WCHB bujonem s 10% glycerolem. Kultury jednotlivych druhi
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Bacteroides byly rozplnény v objemu 1 ml do 2ml kryozkumavek a zamrazeny pfi -80 °C jako
master inokula pro dalsi pouziti. Slozeni master inokula bylo postupné zkontrolovano negativnim
ristem v aerobnim prostiedi a sadou PCR specifickou pro v§echny 4 druhy Bacteroides. Tim byla
zajisténa absolutni kontrola nad sloZenim master inokula vSech probiotickych kmenti.

V pripad¢ pripravy probiotické smési se 1 ml master inokula kazdého druhu Bacteroides pouzil
k zaockovani 750 ml kultivacni pudy a inkuboval anaerobné v médiu bez zZivocisnych proteini
(Pepton ze sojovych bobu (enzymaticky digestat), kysely hydrolyzat séjového proteinu,
kvasnicovy extrakt) pfi 37 °C po dobu 48 hodin. Vysledna koncentrace baktérii ve fermentatu
dosahovala hodnot 1 x 108 CFU/ml. Po fermentaci se spojily objemy vSech 4 druhu a spole¢né se
peletovaly centrifugaci pfi 8000 x g po dobu 20 min. Ziskany pelet se v anacrobnim boxu
resuspendoval ve 100 ml veganBHI média s 10 % glycerolu. Z mal¢ho alikvotu (100 pl) se
izolovala DNA za ucelem stanoveni pomérového slozeni jednotlivych druhu v probiotickém
preparatu pomoci real time PCR (Obr. 1). Zbytek suspenze byl rozdélen do jednomililitrovych
alikvoti, které obsahovaly dostatecné mnozstvi probiotickych bakténi pro oSetfeni 30 selat, tedy
piiblizn€ dvou vrhi, a byl uschovan pfi -70 °C az do pouziti. Vzhledem k mirn¢ odliSnym ristovym
schopnostem jednotlivych kment po spojeni vSech 4 samostatnych kultur B. thetaiotaomicron
tvoril okolo 21 %, B. fragilis 67 %, B. vulgatus 1 % a B. xylanisolvens 11 %.

Priklad 3: Schopnost baktérii z probiotické smési osidlovat travici trakt selat po jednordzové oradlni
aplikaci

Probioticka sm¢s se skladuje a transportuje v zamrazeném stavu pii -70 °C. Pfed aplikaci se sm¢s
rozmrazi adoplni 29 ml fyziologického roztoku. Novorozenym selatim se sterilni injekcni
stiikaCkou aplikuje 1 ml probiotick¢é smési na kofen jazyka. O tyden pozdéji byla v trusu
pokusnych akontrolnich selat stanovena pritomnost vSech 4 kmenu rodu Bacteroides
z probiotického preparatu a soucasné¢ Clostridioides difficile, Clostridium perfringens
a Escherichia coli pomoci real-time PCR.

Na farmé A bylo probiotickou smési oSetfeno celkem 94 selat v Sesti riiznych turnusech. DalSich
37 selat nebylo probiotiky osetfeno. Selata, ktera byla oSetfena davkou probiotickych baktérii
kratce po porodu, méla zvySené mnozstvi probiotickych baktérii v trusu (Obr. 2). Probiotické
baktérie tedy po jednorazové aplikaci kolonizovaly travici trakt selat. Celkové mnozstvi (soucet
hodnot vSech Ctyf probiotickych baktérii) bylo oproti neosetfené kontrole statisticky vyznamné
vysSi. Individualni rozdily u sledovanych druhti Bacteroides vSak nebyly statisticky vyznamné
nebo byly na hranici vyznamnosti. V prostiedi staji se bézn¢ vyskytoval B. vulgatus,
B. thetaiotaomicron a B. fragilis, ktefi se nachazeli 1 u kontrolnich selat. B. xylanisolvens
kolonizoval vSechna selata v neymensim rozsahu a byl jen v malé¢ mife detekovan v trusu
kontrolnich selat (Obr. 2).

Priklad 4: Schopnost probiotické smési sniZovat vyskyt patogennich klostridii v travicim traktu selat
oSetienych probiotickym preparatem

Mnozstvi patogennich baktérii Clostridioides difficile a Clostridium perfringens bylo stanoveno
5.den po porodu v rektalnim vytéru selat pomoci real-time PCR. U kontrolnich selat bylo
zaznamenano vys$si zastoupeni patogennich klostridii nez u selat po podani probiotického preparatu
(Obr. 3). Diky zna¢né variabilit¢ dosahlo toto srovnani signifikance pouze v jednom z Sesti
nezavislych turnusu. Jako statisticky nevyznamné dopadlo zhodnoceni testovani pres vSech Sest
opakovani. V terénnich podminkach vSak ne vzdy musi byt kontrolni skupina infikovana
patogennimi klostridiemi a v pfipadé kdy se Clostridioides difficile nebo Clostridium perfringens
shodou okolnosti nevyskytnou v prostredi, nemuze se ochranny efekt probiotického preparatu
projevit. I numerické snizeni vyskytu patogennich klostridii u osetfenych selat tak povazujeme za
pozitivni vysledek.
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Priklad 5: Schopnost probiotické smési sniZovat vyskyt E. coli v travicim traktu selat oSetFenych
probiotickym prepardtem

Podobné¢ jako v pripad¢ klostridii byla zaznamenana i1 tendence ke snizeni mnozstvi E. coli ve
srovnani s kontrolni skupinou selat, prestoze tento rozdil nebyl statisticky vyznamny za celé
sledovan¢ obdobi ani v jednotlivych turnusech (Obr. 4).

Priklad 6: Schopnost probiotické smési zlepSovat zdravotni stav a v diisledku sniZovat spotrebu
antibiotik

Na farm¢ B byl sledovan celkovy zdravotni stav nepfimo pres potfebu korigovat nezadouci
zdravotni stav terapeutickym uzitim antibiotik. Spotfeba antibiotik byla sledovana ve 4 turnusech
u kontrolnich selat a u selat po podani probiotické smési. V probiotické skupin€ bylo potfeba
upravit zdravotni stav dodateCnou antibiotickou terapii u 29 % selat. U kontrolnich selat
v zavislosti na turnusu se potfeba antibiotické terapie pohybovala v pruméru na 58 %. Podani
probiotické smési tedy zlepSilo zdravotni stav selat na farmé¢ B do takové miry, Zze to vedlo ke
sniZeni spotieby antibiotik na polovinu (Obr. 5).

Zavéry

Pouzita probioticka smés pro novorozena selata podle predkladaného technického feseni je
zaloZena na vlastnim pozorovani negativni korelace mezi pritomnosti baktérii rodu Bacteroides
u sajicich selat a patogennich klostridii. Preparat se podava jednorazove, prirozenou oralni cestou
avychazi z poznatki o pfirozeném osidlovani traviciho traktu selat. V souladu stim nebyly
zaznamenany zadné negativni reakce selat na podani preparatu, piestoze byl podavan selatim
v den porodu. Probioticky preparat nepredstavuje zadny lidmi uméle pripraveny produkt. Preparat
urychluje a garantuje rozvoj stfevni mikroflory sajicich selat spravnym a pfirozenym smérem.
Sajici selata by dosahla osidleni baktériemi rodu Bacteroides 1 bez podani probiotického preparatu,
coz se kazdodenn¢ v produkci prasat déje. Tuto skutecnost jsme zaznamenali 1 béhem testovani,
kdy v 5 z 6 nedoslo k signifikantnimu sniZeni patogennich klostridii. Pfesto nastavaji situace, kdy
se vyvoj stievni mikroflory selat opozdi a umozni rozvoj nezadouci mikroflory spojené s thyny
selat. V takovém pripad¢ podani probiotick€¢ho preparatu na bazi bakténi rodu Bacteroides ucinné
chrani selata a snizuje ekonomické ztraty chovatelii. Preparat tak nabizi alternativu k podavani
antibiotik. ProtoZe se preparat sestava ze striktné anaerobnich baktérii, je 1 bezpe€ny pro Zivotni
prostredi. Baktéric z preparatu ztraceji zivotaschopnost béhem 24hodinové expozice acrobnimu
prostredi, a tak jejich nekontrolovatelné Sifeni v prostiedi, véetné pfenosu na necilové druhy, je jen
velmi malo pravdépodobné.
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NAROKY NA OCHRANU

1. Probioticky pfipravek pro novorozena selata, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako ucinnou
slozku smés bakterii Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus a
Bacteroides xylanisolvens.

2. Probioticky pripravek pro selata podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako u¢innou
slozku sm¢s bakterii Bacteroides fragilis CAPM 7018, Bacteroides thetaiotaomicron CAPM 7019,
Bacteroides vulgatus CAPM 7020 a Bacteroides xylanisolvens CAPM 7021.

3. Probioticky pfipravek podle naroku 1 nebo 2, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje kapalny
nosi¢ na bazi vody, s vvhodou vybrany ze skupiny voda, fyziologicky roztok nebo riistové médium
pro baktérie sestavajici z peptonu ze sojovych bobu, kyselého hydrolyzatu sojovych proteini
a kvasnicového extraktu a produktu fermentace baktérii probiotické smési.

4. Probioticky pripravek podle které¢hokoliv z narokii 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
alesponi 10" CFU, s vyhodou 107 az 10° CFU, kazdé baktérie v jednom mililitru pfipravku.

5. Probioticky pripravek podle které¢hokoliv z naroku 1 az 4 pro pouziti pro 1éebné ¢i preventivni
zlepSeni fyziologickych vlastnosti stfevniho traktu sajicich selat.

6. Probioticky pfipravek podle kteréhokoliv z naroku 1 az 4 pro pouZiti pro prevenci infekci

traviciho traktu sajicich selata patogeny vybranymi ze skupiny E. coli, Clostridium difficile
a Clostridium perfringens.

5 vykresu
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Kontrola Probiotika

M Bacteroides thetaiotaomicron N\ Bacteroides fragilis

3 Bacteroides vulgatus Bacteroides xylanisolvens

Obr. 2
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