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1 Uvod

Selata v produk¢nich chovech prasat ihned po narozeni pfichdzi do styku s mikroflérou
prasnice a stdjového prostfedi. Soucasti této mikroflory jsou i patogenni nebo podminéné
patogenni baktérie. Casné interakce mezi komenzalnimi a patogennimi baktériemi tak miize
anebo nemusi vést ke zvySenym uhyntim v prvnich dnech Zzivota. Skladba stievni mikroflory
sajicich selat je do znacné miry determinovéna jejich mlécnou vyzivou. Baktérii vhodnych
pro traveni mlécné diety je vSak v trusu prasnic a stdjovém prostfedi velmi malo, a proto
osidleni traviciho traktu selat vhodnou mikroflorou trva i nékolik dni. V disledku toho mtize
v travicim traktu selat dojit k pomnozeni nezddoucich baktérii zplisobujicich prijmova
onemocnéni, naptiklad Clostridioides difficile a Clostridium perfringens. Nezadouci je rovnéz

vysoky podil Escherichia coli, z nichz n¢které kmeny mohou enteropatogenni.

K potlaceni klinickych ptiznakd prijmovych onemocnéni novorozenych selat se casto
pouziva preventivni aplikace antibiotik ihned po narozeni. To je v rozporu se soucasnym
trendem snizovani spotieby antibiotik a zejména jejich preventivniho uziti. Proto je nutné
hledat jiné cesty, jak zabezpecit spravny rozvoj stievni mikroflory selat, ktery pfirozenym
zpusobem potlac¢i multiplikaci nezadouci flory. V piedchozich studiich jsme popsali rozvoj
sttevni mikroflory sajicich selat. Pfitom jsme zjistili, Ze prvni 3 az 4 dny Zivota bézné ve
sttevni mikrofléfe selat i bez zjevnych klinickych ptiznakti dominuji patogenni klostridie.
K potlaceni jejich vyskytu dochézelo okolo 4. dne Zivota, pravé v dobé¢, kdy doslo ke zvySeni
pfitomnosti zastupcl rodu Bacteroides. Negativni korelace mezi pfitomnosti patogennich
klostridii a Bacteroides nés proto vedla k mySlence vyuZzit zastupce rodu Bacteroides jako
probiotika pro osidleni jednodennich selat. Navic je zndmo, Ze prasnice ve své stfevni
mikroflofe maji nizké zastoupeni rodu Bacteroides (nahrazuji je zastupci piibuzného rodu
Prevotella) a proto se nemusi chovat jako optimalni zdroj téchto baktérii pro sajici selata.
Podani smési bakterialnich kultur n€kolika zastupct rodu Bacteroides novorozenym selatim
by tak mohlo vést k rychlejsSimu vyvoji zddouci stfevni mikroflory sajicich selat, kterd by

zabréanila pomnoZeni patogennich mikroorganizmil.



2 Cil
Cilem bylo vybrat, pfipravit a otestovat Ucinnost probiotické smési slozené¢ ze 4 raznych

druhti baktérii rodu Bacteroides na potlateni vyskytu patogennich klostridii a E. coli ve

sttevnim obsahu sajicich selat.

3 Probioticka smés

3.1 Kultivace probiotickych kment

Pro pfipravu probiotického preparatu byly vybrany cisté kultury 4 rtznych druhi rodu
Bacteroides, a to Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron a
Bacteroides xylanisolvens. Vybrané druhy odpovidaji druhiim, které se nejCastéji vyskytuji ve
sttevni mikroflote sajicich selat. VSechny izolaty byly piivodné izolovany od prasat a u vSech
kment byla stanovena tplna sekvence jejich chromozdému. Znalost uplné genomové sekvence
nam umoznila zatadit do probiotického preparatu jen kmeny, které nepienasely zadné znamé
geny pro rezistence k antibiotikim u rodu Bacteroides (zejména geny tetQ a linA). Kmeny
v probiotickém preparatu tedy nejsou pienaSeCi zaddnych horizontdlné pienositelnych
rezistenci k antibiotikiim. Znalost celogenomové sekvence nam zaroven umoznila pfipravit
pro kazdy kmen ptisné specifické PCR pro jejich detekei a kvantifikaci v trusu osidlenych i

kontrolnich selat.

Vsechny kmeny byly kultivovany 24 hodin na WCHA agaru (Wilkins Chalgren Agar, Oxoid)
pfi 37 °C v anaerobnim kabinetu v atmosféfe N2, CO2 a Hz. Po kultivaci byly jednotlivé
bakterialni kultury smyty z povrchu agaru WCHB bujonem s 10% glycerolem a ze vSech
smyvl byla pfipravena smés vSech 4 kultur. Smésna kultura 4 druhli Bacteroides byla
rozplnéna v objemu 1 ml do 2ml kryozkumavek a zamraZena pii -80 °C jako master inokula
pro dalsi pouziti. Slozeni master inokula bylo postupné zkontrolovano i) negativnim rdstem
v aerobnim prostiedi, ii) sadou PCR specifickou pro 4 druhy Bacteroides a iii) sekvenovanim
¢asti genu pro 16S rRNA. Tim byla zajiSténa absolutni kontrola nad sloZenim master inokula

vcetné presného stanoveni pomérového zastoupeni vSech 4 kmend.

3.2  Priprava probiotické smési
Pted aplikaci probiotické smési byla jedna z kryozkumavek odebrana ze skladovani pfi

-80 °C a po rozmrazeni bylo 10 pl pouzito pro zaockovani 10 ml WCHB media. Po
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24hodinové fermentaci v anaerobnim prostiedi pii 37 °C byla smésna kultura pfipravena pro

oralni aplikaci jednodennim selatlim.

3.3  Real-time PCR pro priikaz a kvantifikaci 4 riznych druhi Bacteroides

Pro specificky prikaz pouzitych kmenii jsme vyuzili skuteCnost, ze z traviciho traktu
hospodaiskych zvitat jsme izolovali vice nez 400 riznych bakterialnich druhi a izolath, které
jsme charakterizovali celogenomovym sekvenovanim. Ziskané sekvence byly anotovany
pomoci webové dostupné aplikace RAST. Porovnanim anotovanych sekvenci a z nich
protein-kodujicich gena jsme identifikovali takové geny, které se vyskytly pouze v genomu
Bacteroides vulgatus (nebo Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron a Bacteroides
xylanisolvens), a nevyskytly se v genomu zadného jiného ze stovek porovnavanych druhi.
Z téchto gent jsme pro kazdy druh vybrali 3 takové, které se vyskytovaly uvnitt nejdelSich
kontigli a v jejich okoli se nevyskytovaly zadné geny, které by mohly indikovat nedavny
horizontdlni pfenos (napf. transpozdzy, integrazy, rekombindzy nebo geny spojené
s integrovanymi bakteriofagy). Na takové geny byly navrzeny dvojice primerti pro PCR. Pro
kazdy druh jsme tedy na pocatku pfipravili PCR reakce zaméfené na 3 riiznd cilova mista.
Vsechny navrzené pary primert byly testovany s cilovou DNA piislusného bakteridlniho
druhu pro pozitivni vysledek a v§emi nejblize ptibuznymi druhy pro negativni vysledek. Ze tii
pard primera pro detekci kazdého druhu byl vybran jeden pro dalsi préci a to takovy, ktery
s cilovou DNA vykazoval nejnizs$i hodnotu Ct ze tii porovnavanych, a naopak nejvyssi Ct

hodnotu pfi pouziti DNA necilovych druhti (Tab. 1).



Tabulka 1. Primery pro specifikou detekci a kvantifikaci Bacteroides vulgatus, Bacteroides

fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron a Bacteroides xylanisolvens.

Cilovy druh Forward Reverse

Bacteroides vulgatus atagttggtgcaagcggagg tcctgagcattccaagtcgg
Bacteroides fragilis caacgacacaacagcttccg tcgagtccattcgtcccaac
Bacteroides thetaiotaomicron gttgctcccatgttgacgag gccataagecgageaatgag
Bacteroides xylanisolvens ctaccgttatcgcaacctcg gacagctcccacatccatacg
Clostridioides difficile tgggttcatatctgtagagggag ctatttacgttttcagcttgaggt
Clostridium perfringens tgttactgeccgttgatageg ttagttttgcaacctgetgtgt
Escherichia coli aatctgccgggtaagaacgg cacgaatcgtcagttcacgc
Eubakterialni 16S rRNA tcctacgggaggcageag cgtattaccgcggetgcet

Po selekci specifickych primert byla real-time PCR provadéna ve formatu SybrGreen. Pro
normalizaci na celkovy pocet baktérii ve vzorku byla pouzita PCR s primery amplifikujicimi
cast genu pro 16S rRNA vsSech baktérii. Po PCR se odectla Ct hodnota amplifikace
jednotlivych druh Bacteroides od Ct hodnoty amplifikace bakteridlni 16S rRNA (ACt).
Nasledné se na tento rozdil umocnil zaklad 2 (2Y), vypodetla se prevracena hodnota (1/22<")
a vysledek se pro piepodet na procentudlni zastoupeni vynasobil &islem 100 (100 x 1/22¢"). Na
zaver se tato hodnota vynasobila koeficientem 7, ktery predstavoval piibliznou korekci mezi
pramérnym poctem kopii genti pro 16S rRNA v bakteridlnich 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 Bacteroides v celé bakteridlni
populaci v procentech. Vypoctena hodnota je zcela pfesna pro porovnani zastoupeni
jednotlivych druhti u jednoho selete 1 mezi selaty z riznych skupin. Vypoctena hodnota vSak
muze dévat mirné nepfesné vystupy ve smyslu piesného a absolutniho vnimani zastoupeni
kazdého druhu. ProtoZe vSak stejnou chybou, a to relativné nizkou, jsou ,,postizeny* vystupy

pro vSechna vySetfena selata, vzajemné porovnani je mozné v plném rozsahu.



3.4  Kontrola specifity vybranych primeru

Vybrané primery umoznovaly amplifikaci jen pokud byla jako cilovd DNA pouzita DNA
z cilového druhu. Primery nevykazovaly zddnou aktivitu s necilovym druhy rodu Bacteroides.
U vSech vzorkl byla po provedeni PCR s cilovou DNA stanovena teplota tani PCR produktu
(melting temperature). Tato hodnota pak byla vyuzivéna jako referen¢ni pii verifikaci kvality
PCR produktti vzniklych po amplifikaci DNA z terénnich vzorkti o neznamém sloZeni. Za
pozitivni vysledek byly povazovany jen amplifikace, u kterych se teplota tani vysledného

PCR produktu shodovala s experimentalné stanovenou hodnotou.

3.5  Aplikace probiotické smési

Probiotickd smés byla transportovana v hermeticky uzavieném obalu. Po dokonceni porodu
prasnici se vS§em novorozenym selatim sterilni injekéni stiikackou aplikoval 1 ml probiotické
smési na kofen jazyka a dohlédlo se na polknuti smési seletem. O tyden pozdé&ji byla v trusu
pokusnych a kontrolnich selat stanovena pfitomnost vSech 4 kment rodu Bacteroides
z probiotického preparatu a soucasné¢ Clostridioides difficile, Clostridium perfringens a

Escherichia coli pomoci real-time PCR.

4 Kolonizace traviciho traktu selat baktériemi z probiotické smési
Celkem bylo probiotickou smési oSetieno 109 selat v Sesti riznych turnusech. DalSich 54 selat
bylo oSetfeno jednorazovou davkou amoxicilinu (1 ml intramuskularn€) a 37 selat nebylo

oSetfeno ani probiotiky ani amoxicilinem.

Mnozstvi probiotickych baktérii bylo stanoveno 5. den po porodu v rektalnim vytéru selat
pomoci real-time PCR. Selata, kterd byla oSetfena davkou probiotickych baktérii kratce po
porodu, méla 1 zvySené mnozstvi probiotickych baktérii v trusu (Obr. 1). Probiotické baktérie
tedy po jednordzové aplikaci kolonizovaly travici trakt selat. Celkové mnozstvi (soucet
hodnot vSech ¢ty probiotickych baktérii) bylo oproti neoSetfené kontrole statisticky
vyznamné vys$§i. Individualni rozdily u sledovanych druhG Bacteroides vsSak nebyly
statisticky vyznamné nebo byly na hranici vyznamnosti. V prostiedi stdji se bézné€ vyskytoval
B. vulgatus, ktery se nachazel i u kontrolnich selat. Tento druh nebo alespon klon vyskytujici
se v prostfedi byl rezistentni vici terapii amoxicilinem. B. thetaiotaomicron a B. fragilis se

rovnéz vyskytovali v prostiedi staji, prestoze nelze ani vyloucit, ze u kontrol doslo k osidleni



baktériemi z probiotické smési. Tyto dva druhy byly citlivé k terapii amoxicilinem, jak jde
vidét z jejich nizkého vyskytu u amoxicilin oSetfenych selat. B. xylanisolvens kolonizoval

vSechna selata v nejmensim rozsahu a byl jen v malé mitfe detekovan v trusu kontrolnich selat

(Obr. 1).
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Obr. 1. Ulinnost kolonizace traviciho traktu sajicich selat baktériemi z probiotického
preparatu. Selata osetfend davkou probiotickych baktérii kratce po porodu méla 5 dni po

aplikaci zvySené mnozstvi probiotickych baktérii v trusu.

5 Vyskyt patogennich Kklostridii a E. coli v travicim traktu selat oSetfenych
probiotickym preparatem

Mnozstvi patogennich baktérii Clostridioides difficile, Clostridium perfringens a E. coli bylo
stanoveno 5. den po porodu v rektadlnim vytéru selat pomoci real-time PCR. Jak v pfipadé
Clostridioides difficile, tak Clostridium perfringens bylo nejnizsi zastoupeni zaznamenano u
selat oSetfenych amoxicilinem. Naopak nejvySSi zastoupeni patogennich klostridii bylo
zaznamenano u selat bez jakéhokoli oSetieni. Podéni probiotického preparatu tedy snizovalo
vyskyt patogennich klostridii ve srovnani se selaty bez jakéhokoli zésahu, ale nedosahovalo
ucinnosti jako antibiotika (Obr. 2). Diky zna¢né variabilité dosdhlo toto srovnani signifikance
pouze v jednom zSesti nezdvislych turnust. Jako statisticky nevyznamné dopadlo i

zhodnoceni testovani ptes vSech Sest opakovani. Je vSak potfeba si uvédomit, ze v terénnich



podminkach ne vzdy kontrolni skupina musi byt infikovana patogennimi klostridiemi a
v piipadé¢ kdy se Clostridioides difficile nebo Clostridium perfringens shodou okolnosti
nevyskytnou v prostfedi, nemize se ochranny efekt probiotického preparatu projevit. |
numerické snizeni vyskytu patogennich klostridii u oSetfenych selat tak povazujeme za

piijatelné pozitivni vysledek.
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Obr. 2. Vyskyt Clostridioides difficile a Clostridium perfringens u sajicich selat pres vSech
Sest nezavislych opakovani. Aplikace probiotického preparatu sniZzovala vyskyt patogennich
klostridii ve srovnéani s kontrolnimi neoSetfenymi selaty. Probiotika ale nedosahovala

uéinnosti antibiotik.

Podobné jako v ptipad¢ klostridii byla zaznamenana i tendence ke snizeni mnozstvi E. coli ve
srovnani s kontrolni, nijak neoSetfenou skupinou selat, piestoze tento rozdil nebyl statisticky

vyznamny za celé sledované obdobi ani v jednotlivych turnusech (Obr. 3).
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Obr. 3. Vyskyt Escherichia coli ve stievni mikroflore sajicich selat. E. coli byla nejméné
zastoupena v mikroflote selat oSetfenych antibiotiky. Naopak nejvyssi zastoupeni E. coli bylo
zaznamenano u kontrolnich selat bez jakéhokoli oSetfeni. Po podani probiotického preparatu
bylo zastoupeni E. coli ve stfevni mikrofldfe na Grovni mezi ,,antibiotickymi* a kontrolnimi

selaty, prestoze tato srovnani nedosahla statistické vyznamnosti.

6 Srovnani ,,novosti postupi“

Pouzitd probiotickd smés pro novorozena selata sestdvajici se z Bacteroides fragilis,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus a Bacteroides xylanisolvens je naprosto
unikatni. Je zaloZena na vlastnim pozorovani negativni korelace mezi pfitomnosti baktérii
rodu Bacteroides u sajicich selat a patogennich klostridii. Neni ndm zndmo, Ze by podobny
vyrobek byl na trhu dostupny. Preparat se podava jednorazové, piirozenou ordlni cestou a
vychazi z poznatki o pfirozeném osidlovani traviciho traktu selat. V souladu s tim jsme
nezaznamenali Zadné negativni reakce selat na podani preparatu, prestoze byl podavéan
selatim v den porodu. Probioticky preparat nepfedstavuje zaddny lidmi uméle pfipraveny
produkt. Preparat jen urychluje a garantuje rozvoj stfevni mikroflory sajicich selat spravnym a
pfirozenym smérem. Sajici selata by dosdhla osidleni baktériemi rodu Bacteroides 1 bez
podani probiotického preparatu, coz se kazdodenné v produkci prasat déje. Tuto skuteCnost

jsme zaznamenali 1 béhem testovani, kdy v5 z6 nedoSlo k signifikantnimu snizeni
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patogennich klostridii. Piesto nastavaji situace, kdy se vyvoj stfevni mikroflory selat opozdi a
umozni rozvoj nezddouci mikrofléry spojené s uhyny selat. V takovém piipad¢ podani
probiotického preparatu na bazi baktérii rodu Bacteroides mize t¢inn¢ selata ochranit a snizit
ekonomické ztraty chovateld. Preparat tak nabizi alternativu k podavani antibiotik. Protoze
vyrobni cena jedné davky pro jedno sele se pohybuje v korunach, 1ze takovy preparat podavat
automaticky, preventivné a plosné kazdému seleti. Protoze se preparat sestiva ze striktné
anaerobnich baktérii, je i pomérn¢ bezpecny. Baktérie z prepardtu ztraceji zivotaschopnost
béhem 24hodinové expozice aerobnimu prostiedi a tak jejich nekontrolovatelné Sifeni

v prostiedi, v€etné pfenosu na necilové druhy, je jen velmi malo pravdépodobné.
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