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1. Uvod

Obdobi v pribéhu a bezprostfedné po odstavu predstavuje pro selata v chovech jedno
z nejrizikovéjsich obdobi, ve kterém jsou vystaveny rfadé stresovych faktor(, jako je napftiklad
odlouceni od matky a sourozencu, pfechod z mléka na pevnou stravu ¢i jiné ustajeni. Tyto
zmény predstavuji u selat rizikové faktory pro vznik fady onemocnéni projevujicich se
naptiklad prdjmy, vahovymi Ubytky, snizenou konverzi krmiva a v extrémnim pfripadé i
uhynutim [1]. Ve snaze eliminovat tyto projevy vedouci rovnéz k vyznamnym ekonomickym
ztratam byla dfive v chovech prasat bézné k profylaxi prdjmovych onemocnéni vyuzivana
antibiotika. S rostouci hrozbou Siteni antibiotickych rezistenci v bakteriadlni populaci vSak bylo
ploSné pouzivani antibiotik jako rlstovych stimuldtor( nebo pro profylaktické ucely v chovech
prasat v Evropské unii legislativné zakazano od roku 2006.

Jednu z mozZnych alternativ, jak nahradit antibiotika v pfipadé prijmovych onemocnéni
selat, predstavuje pouzivani probiotik. Za probiotika jsou povazovany takové mikroorganismy
(bakterie ¢i kvasinky), které pti podavani v dostatecném mnozstvi zlepSuji zdravotni stav
hostitele. Jedny z nejéastéji pouzivanych baterii s prokazatelnym probiotickym Gcinkem
predstavuji bakterie mlééného kvaseni (BMK), zejména rody Lactobacillus a Bifidobacterium.
V literature byl opakované popsan jejich ucinek na zdravotni stav prasat, ktery zahrnoval
pozitivni vliv na stabilitu a sloZeni stfevni mikrofléry, omezeni kolonizace stfeva patogennimi
mikroorganismy, snizeni miry vylu¢ovani patogena, zmirnéni klinickych ptiznakli onemocnéni
¢i zvySeni imunitni odezvy organismu [2].

Mezi Zadouci vlastnosti probiotickych bakterii patfi napfiklad produkce vybranych
metabolitl prospésnych pro stabilitu zdravé stfevni mikrofléry nebo tvorba bakteriocinl -
termostabilnich peptidil s baktericidnim ¢i bakteriostatickym ucéinkem [3]. Vyhodnou
probiotickou vlastnosti je rovnéz schopnost bakterii enzymaticky rozkladat hire utilizovatelné
oligo- a polysacharidy zejména rostlinného plvodu, coz u hospodarskych zvifat mlze vést
k lepsi stravitelnosti krmiv [4]. U probiotickych kmen( bakterii je rovnéz nezbytna schopnost
prezit prlchod travicim traktem hostitele, k ¢emuz prispiva adaptace na nizké pH v Zaludku i
produkce enzymU hydroldz rozkladajicich Zlucové soli, a poté adherovat na mukdzni vrstvu
stfevniho epitelu hostitele [5, 6, 7].

Podstatnym a naprosto nezbytnym bodem pfi vybéru a ndvrhu novych probiotickych

preparatl je ovSem jejich biologicka bezpecnost, napfiklad absence genl rezistence k
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antibiotikim ¢i faktor( virulence. Pri vyhledavani novych kmend probiotickych bakterii je
v soucasné dobé dliraz stdle vice kladen nejen na charakteristiku samotnych kmenu, ale také
na vzdjemnou kombinaci jejich vlastnosti ve smésich vedouci k jejich synergistickému Gcinku
a tim k efektivni ochrané hostitele pred infekci.

Zdrojem pro izolaci probiotickych kmend BMK mze byt fada matric, kterymi jsou
obvykle mléko, mlécné vyrobky ¢i fermentované potraviny. Kromé téchto materidll
pfedstavuje vyznamny potencidl pro ziskdvani novych kmenU bakterii sZadoucimi
probiotickymi vlastnostmi stfevni obsah zdravych jedinc(, lidi i zvifat. Travici trakt divokych
prasat pak muze byt idedlnim zdrojem pro vyhleddvani probiotickych kandidat(i, vhodnych pro
vyuZiti v chovech prasat. Divoka prasata Ziji v pfirozenych podminkach, bez suplementace
krmnymi aditivy, 1éCivy, antibiotiky i probiotiky, kterd jsou pouZivana v chovech domacich
prasat, a konzumuji riznorodou potravu z rliznych zdrojl. Stfevni mikrofléra divokych prasat,
zejména mladych jedinc(, proto obsahuje ve srovnani s domdacimi prasaty jiné spektrum
mikroorganismu, které mohou prestavovat idealni rezervoar novych probiotickych bakterii [8,
9].

V této studii jsme se proto zaméfili na identifikaci a podrobnou charakterizaci izolatl
bakterii mlé¢ného kvaseni plvodem ze stfeva divokych prasat z hlediska potencialnich
probiotickych vlastnosti. Sest vybranych kmen(i BMK jsme pak testovali spolu s obohacenou
krmnou smési typu Starter u selat po odstavu v podminkdch experimentalni infekce

enteropatogennim kmenem Escherichia coli.

2. Predmeét funkcniho vzorku

Cilem funkéniho vzorku bylo pfipravit a otestovat synbiotickou krmnou smés tvorenou
Sesti podrobné charakterizovanymi izolaty bakterii mlééného kvaseni plvodem z traviciho
traktu divokych prasat a inovovanou krmnou smési typu Starter u selat po odstavu po infekci

enteropatogennim kmenem E. coli.



3. Vlastni popis funkcniho vzorku

sv s

3.1 lzolace a identifikace bakterii mlééného kvaseni

Sest vybranych kmen0 bakterii mlééného kvadeni (BMK) bylo izolovano v rozmezi let
2019 a 2020 ze vzorku obsahu traviciho traktu (tenkého ¢i tlustého stfeva) od divokych prasat
(Tabulka 1). Vzorky obsahu stfev byly po odbéru a transportu do laboratore vysety na De Man-
Rogosa-Sharpeho (MRS; Oxoid) agar a inkubovany pfi 37°C pfi mikroaerofilnich podminkach.
Izolaty byly nejméné tfikrat pasazovany a poté identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie. Finalni identifikace izolatl byla provedena pomoci tzv. ,average nucleotide
identity” (ANI) zaloZzené na bioinformatické analyze sekvence genomu pfislusného izolatu a
jeho porovnani se sekvenci typového kmene z verejné pristupné databdze. Kalkulace ANI byla

provedena pomoci nastroje FastANI [10].

Kéd izolatu Zdroj Vék zvirete | Pohlavi Organ Identifikovany kmen
M477A | divoké prase | 8-10 mésicl | samice | tlusté stfevo | Lactobacillus amylovorus
M494A | divoké prase | 8-10 mésict | samec | tlusté stfevo Lactobacillus salivarius
M587A | divoké prase | 8-10 mésicl | samice | tlusté stfevo | Lactobacillus paracasei
M65A divoké prase | 6-7 mésicli | samec | tlusté stifevo Lactobacillus mucosae
M624A divoké prase | 3-4 mésicd | samec | tlusté stfevo | Lactobacillus amylovorus
M51A divoké prase | 6-7 mésicll | samec | tenké stievo Pseudoscardovia radai

Tabulka 1. Kmeny bakterii mlé¢ného kvaseni izolované z traviciho traktu divokych prasat,

vybrané pro tvorbu synbiotické smési pro selata po odstavu.

3.2 Fenotypova charakteristika izolatt

U vSech sesti izolatd BMK byla ovérena jejich schopnost ristu v tekutém MRS médiu a

schopnost tvofit biomasu v laboratornich podminkach pfti kultivaci pfi 37°C.

Pomoci standardnich komercnich biochemickych testt API® (50 CH, ZYM a RAPID ID

32A, bioMérieux) byla zjistovana schopnost fermentace substratl a profil aktivnich enzyma.




Vsechny testované izolaty byly schopny fermentovat Siroké spektrum jednoduchych cukri
(celulézu, fruktézu, mandzu nebo galaktdzu), ale také sloZitéjsi oligo- nebo polysacharidy
(Skrob, glykogen, celobidzu, rafindzu nebo melibidzu).

RovnéZ byla u vSech izolatli stanovena minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) k
vybranym antimikrobidlnim latkdm (ampicilin, tetracyklin, streptomycin, erythromycin,
klindamycin, vankomycin, chloramfenikol, kanamycin, gentamicin, ciprofloxacin) pomoci
standardni jamkové mikrodilu¢ni metody (1ISO10932:2010). Jako kontroly byly pouzity kmeny
Lactobacillus plantarum ATCC14917 a Lactobacillus paracasei ATC334. Vysledky byly
vyhodnoceny a srovnany se standardnimi hodnotami MIC pro Lactobacillus reuteri [11].

Izolat M624A vykazoval nizkou MIC k chloramfenikolu a tetracyklinu a kmen M65A
k chloramfenikolu. U kmene M477A byla zaznamendna osmindsobné zvysend MIC v(ci
streptomycinu oproti referen¢nimu kmeni. U izoldtu M494A byla detekovdna kombinovana
rezistence ke streptomycinu, tetracyklinu, kanamycinu a gentamycinu. Rezistence k
antibiotikim je vSak u rodu Lactobacillus izolovanych z traviciho traktu divokych prasat
relativné Castd a odpovidd bézné se vyskytujicim rezistencim u bakterii plivodem ze stfeva
domacich prasat ¢i lidi [12, 13].

Zadny ze Sestice testovanych kmenl nevykazoval hemolytickou aktivitu sledovanou

pomoci kultivace na krevnim agaru s 5% ovci krve (Oxoid) pfi 37°C po dobu 72 hodin.

3.3 Molekularné biologicka charakteristika izolatt

Z bunék kazdého ztestovanych izolatd byla purifikovana celkovd genomova DNA
(Quick-DNA™ Fecal/Soil Microbe Microprep Kit, Zymo Research) a zpracovana do sekvenaéni
DNA knihovny (Nextera Library preparation kit, lllumina). Celogenomové sekvenovani bylo
provedeno s vyuzitim platfomy NextSeq 500/550 High Output Kit v.2.5 (Illumina). Nasledna
bioinformaticka analyza genomua ziskanych izolat(i byla zamérena na mapovani pfitomnosti
raznych genl v souvislosti s probiotickymi vlastnostmi. V rdmci analyzy sledovana pritomnost
genl kodujicich produkci bakteriocind (program Bagel4), genll pro glykosidové hydrolazy
(programy Prokka, EggNog mapper, dbCAN), genl kddujicich hydrolazy Zlucovych soli

(programy Prokka, EggNog mapper) a genll pro rezistence k antibiotikim (program Abricate).



VsSech Sest testovanych kmenl neslo ve svych genomech geny kddujici bakteriocin
enterolysin A. V pfipadé kmene M477A a M624A byly navic zjiStény geny pro bakteriocin
helveticin J, u kmene M494A pro salivaricin a u kmene M587A pro carnocin. U vSech izolatu
byla také v genomu detekovana pfitomnost genl souvisejicich s adhezi na epitelidlni buriky
stfeva hostitele, jako byl napfiklad fibronektin vazajici protein. Vsechny kmeny rovnéz ve svych
genomech nesly velké mnozstvi genll pro enzymy amyldzy, sacharazy, celulazy, maltazy,
galaktosidazy ¢i glukosiddzy potrebné pro stépeni oligo- ¢i polysacharidll. Kazdy z Sesti
testovanych izolatd BMK obsahoval ve svém genomu alespon jednu kopii genu pro enzym
choloyglycin hydrolazu nezbytnou pro stépeni ZluCovych kyselin. V. genomu zadného z Sestice
vybranych kmenl nebyla zjisténa Z3adna genetickd determinanta pro rezistence

k antimikrobialnim latkam.

3.4 Konstrukce synbiotické smési

Na zakladé podrobnych, vySe uvedenych charakteristik byla navriena synbiotickd smés
tvorena:
1) Probiotickou kompozici Sesti podrobné charakterizovanych kmenli BMK
s definovanymi probiotickymi vlastnostmi (Lactobacillus amylovorus MA477A,
Lactobacillus salivarius M494A, Lactobacillus paracasei M587A, Lactobacillus
mucosae M65A, Lactobacillus amylovorus M624A, Pseudoscardovia radai M51A)
2) Krmivem typu Starter (Pig Starter Premium) navriené spoleénosti Mikrop Cebin,
a.s., ur€ené pro selata po odstavu. Toto krmivo bylo oproti kontrolnimu krmivu (viz
dale) okyseleno pridavkem organickych kyselin (kyselina mlécnd, kyselina
mravenci, kyselina fumarova) a obohaceno o butyrat vdpenaty, kvasni¢ny extrakt,
gluten a rasu Chlorella vulgaris, tedy komponenty krmiva, které pozitivné ovliviuji
zdravotni stav selat [14, 15].
Jako kontrolni krmivo pro selata v rdmci experimentu byl pouzit Starter nizsi kategorie Pig

Starter Super (Mikrop Cebin, a.s.) bez vy$e uvedenych aditiv.



3.5 Vliv synbiotické smési na zdravotni stav selat

Funkénost sestavené synbiotické smési byla testovdna na selatech po odstavu po
infekci enteropatogennim kmenem Escherichia coli. BEhem experimentu bylo pouzZito celkem
40 klinicky zdravych selat obou pohlavi po odstavu ve véku 28 dni, ktera byla rozdélena do ¢tyf
experimentalnich skupin po deseti jedincich. Prvnich 14 dni trvani experimentu byly dvé
pokusné skupiny selat krmeny inovovanou krmnou smési Pig Starter Premium a dvé kontrolni
skupiny selat byly po stejnou dobu adlibitné krmeny krmnou smési Pig Starter Super.
Naslednych 14 dni pokusu byla selata ve vSech ¢tyrech skupindch adlibitné krmena krmivem
typu ,&asny odstav selat” (COS, Mikrop Cebin, a.s.). Denni dévka krmiva pro jednu pokusnou
a jednu kontrolni skupinu zvifat byla obohacena o 1x10° kolonie tvoficich jednotek (CFU)
testované probiotické kompozice bakterii mlééného kvaseni a selatim byla podavana kazdy
den nepretrzité po celou dobu trvani experimentu (28 dni). Po dobu trvani experimentu byl
denné individudlné monitorovan klinicky stav experimentdlnich zvifat (zejména vyskyt
prajmu), télesnd teplota a télesnd hmotnost.

Klinicky stav selat, véetné pramérné télesné teploty, vyskytu prijmu ¢i primérného
hmotnostniho pfirGstku, se v pribéhu pokusu zdsadné nelisii mezi jednotlivymi
experimentdlnimi skupinami a nevykazoval souvislost se slozenim krmiva typu Starter ani
s podavanim probiotik bez ohledu na podavané krmivo ¢i suplementaci probiotickymi kmeny

BMK po celou dobu trvani pokusu (Graf 1).
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Graf 1. Primérny hmotnostni prirtistek.

Priimérny hmotnostni priristek byl kalkulovdn pro jednotlivé experimentdlni skupiny jako
rozdil primérné hmotnosti selat ve skupiné ve dnech 7, 14, 21 a 28 trvdni experimentu a

prumérné hmotnosti selat v prislusné skupiné pri zahdjeni experimentu (den 0).

V pribéhu trvani pokusu byla rovnéz ve vsech skupinach sledovana konverze krmiva,
kterd byla vycislena jako pomér primérné hmotnosti krmiva spotfebovaného pfrislusnou
experimentalni skupinou k prlimérné télesné hmotnosti selat v dané skupiné (Graf 2).

Hodnoty konverze krmiva se v prvnim tydnu experimentu mezi skupinami vyznamné
liSily bez ohledu na poddvany typ startéru Ci suplementaci probiotickymi kmeny. Rozdily
hodnot konverze krmiva mezi skupinami byly sedmy den pokusu ovlivnény pravdépodobné
spiSe akutné probihajici infekci, po jejimz odeznéni ve dnech 14 a 21 trvani experimentu byla
zaznamenana efektivnéjsi konverze krmiva v pokusnych skupinach selat, kterym byla
poddavdéna krmnda smés Pig Starter Premium bez ohledu na ptidavek probiotik. Mira konverze
krmiva se 28. den experimentu ustdlila na hodnotach srovnatelnych pro vsechny
experimentalni skupiny a z dlouhodobéjsiho hlediska pak v této vékové kategorii selat zirejmé

podavani probiotik ani typ startéru nema na vahové pfrirlistky ani konverzi krmiva vliv.
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Graf 2. Konverze krmiva.

Konverze krmiva byla vycislena jako pomér primérné hmotnosti krmiva zkrmeného
v pfislusné experimentdlni skupiné k priimérné télesné hmotnosti vsech zvirat dané skupiny

vden 7, 14, 21 a 28 trvani experimentu.

3.6 Ochrana selat pred infekci enterotoxigenni E. coli

Paty den trvani experimentu byla vSechna selata peroralné infikovana suspenzi
enterotoxigenniho kmene Escherichia coli (ETEC) v ddvce 1x10° CFU. Pro infekci byl pouZit
klinicky virulentni izolat ETEC 3199, produkujici enterotoxiny (STh a LT toxiny) a adhezin (F4),
pfirozené rezistentni ke kyseliné nalidixové. V prabéhu experimentu byly pravidelné vsem
selatim odebrany vzorky trusu pro stanoveni miry vyluéovani ETEC rezistentni na kyselinu
nalidixovou v souvislosti s podavanym krmivem a probiotickou kompozici. VSechny vzorky
trusu byly po zvazeni, homogenizaci a desetindsobném fedéni vysety na MacConkey(v agar
(Oxoid) s pridavkem kyseliny nalidixové (25 pg/ml) a po 24hodinové kultivaci v 37°C byl
stanoven pocet kolonii ETEC.

Mira vylu¢ovani ETEC trusem po experimentalni infekci selat po odstavu byla

v pribéhu experimentu ovlivnéna typem podavaného startéru. Obé experimentalni skupiny
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selat, které byly v prbéhu prvnich 14 dnl po odstavu krmeny inovovanym krmivem Pig
Starter Premium, vykazovaly druhy den po infekci niz§i hodnoty logaritm{ poc¢td ETEC v trusu
nez skupiny krmené kontrolnim startérem, a to az o jeden rad. V pribéhu experimentu pocty
ETEC vylucované trusem u obou skupin, kterym byl podavan Pig Starter Premium, linedrné
klesaly. Pfidavek probiotickych bakterii ke krmivu typu Pig Starter Premium pak vedl
experimentu, ale také k rychlejsi eliminaci ETEC z organismu, ktera byla u této skupiny selat

zaznamendna jiz 16. den po infekci, na rozdil od vSech ostatnich tfi pokusnych skupin.

=f=startér Premium + probiotika

startér Super + probiotika
=d—startér Premium

=4#=—startér Super

log CFU/g
w

0
2DPI(7) 4DPI (9) 7DPI (11) 9 DPI (14) 16 DPI (21) 23 DPI (28)

dny po infekei (dny trvani experimentu)

Graf 3. Vylucovani E. coli trusem

V grafu je uvedena hodnota logaritmu poctu E. coli rezistentni na kyselinu nalidixovou na gram
trusu pro jednotlivé experimentalni skupiny.

DPI —den po infekci, v zavorce je uveden den trvdni experimentu.
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3.7 Souhrn

Synbiotickd krmnd smés urcena pro selata tvorenad Sesti podrobné charakterizovanymi
kmeny bakterii mlééného kvaseni plivodem z trdviciho traktu divokych prasat v kombinaci s
inovovanym krmivem typu Starter je schopna sniZovat miru infekce enteropatogenni
Escherichia coli u selat po odstavu a zkracuje dobu vylu¢ovani ETEC trusem, aniz by vykazovala

negativni vliv na klinicky stav zvifat a jejich uzitkovost.

4. Srovnani ,novosti postupia“

Standartni, komercné dostupna probiotika ¢i probiotické smési jsou konstruovany
obvykle s vyuzitim sbirkovych kmenU bakterii mlééného kvaseni. U téchto kmen( je sice
testovana jejich bezpecnost ve smyslu absence rezistenci k antibiotikim, ale obvykle
postradaji hlubsi analyzu probiotickych vlastnosti a neni brdn v potaz zdroj jejich izolace a
schopnost jejich adaptace na hostitele. Rovnéz se v chovech hospodaiskych zvifat uzivaji
komercné dostupné preparaty empiricky zaloZzené na principu kompetitivni exkluze, u kterych
ovsem neni definovana ani zaruc¢ena presna skladba bakterialniho spolecenstva.

Naproti tomu, smés kmenU bakterii mlééného kvaseni plvodem z trdviciho traktu
divokych prasat s presné definovanymi probiotickymi vlastnostmi, navrzena tak, aby se
vlastnosti jednotlivych zastupcl ve smési potencovaly, mlZe predstavovat vyznamny
potencial ve vyvoji novych probiotik uréenych pro selata po odstavu, zejména v kombinaci

s vhodné suplementovanym krmivem.

5. Uplatnéni funkcéniho vzorku

Synbiotickd krmnd smés byla v ramci experimentu vyvijena a testovdna ve spolupraci
s firmou Mikrop Cebin, a.s., ktera se dlouhodobé zabyva vyvojem a prodejem krmiv a krmnych
doplnikd pro hospodarska zvifata. Momentalné probiha studie ovérujici stabilitu probiotické
smési v lyofilizovaném stavu a moznosti technologického zpracovani této smési, které by

mohlo vést ke komeréni produkci probiotického produktu uréeného pro selata po odstavu.
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6. Ekonomické aspekty

Synbiotickd krmna smés tvorena Sesti definovanymi kmeny bakterii plvodem z traviciho
traktu divokych prasat a inovovanym krmivem typu Starter byla Uspésné otestovdna ve
smyslu ochrané selat po odstavu pred infekci enteropatogennim kmenem Escherichia coli.
Takto navrzend synbioticka krmna smés snizovala pocty vylu¢ované E. coli po cilené infekci a
také zkracovala ¢as vylu¢ovani patogena z organismu. Poddvani smési nemélo vliv na klinicky
stav zvirat ani parametry uZitkovosti.

Vzhledem ktomu, Ze konstrukce synbiotické smési je zaloZzend na podrobné
charakterizovanych, prokazatelnych probiotickych vlastnostech Sesti kmen( bakterii
mlécného kvaseni, da se predpokladat i jeji ochranny ucinek vici dalsim ptvodcim prijm u
selat, jako jsou napfiklad bakterie Clostridium perfringens i Salmonella enterica. Z tohoto
dlvodu lze ocekdvat potencidlni uplatnéni této kompozice v chovech prasat v prevenci
podstavovych prajm0 selat, coz v disledku muaze vést jednak ke sniZeni spotieby antibiotik,

ale také k omezeni financnich ztrat v chovech prasat.
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8. Dedikace

Funkéni vzorek byl vytvoren v rdmci projektu Narodni agentury zemédélského vyzkumu
QJ1910351 , Divokd a domaci prasata jako zdroj probiotickych kultur a vliv technologickych
postupl pripravy a skladby synbiotického krmiva na jeho efektivitu a funkénost” a

s institucionalni podporou Ministerstva zemédélstvi RO0523.
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