Divoka a domaci prasata jako zdroj
probiotickych kultur pro selata
PO odstavu

Mgr. Magdaléna Crhanova, Ph.D.




Hrozba

PloSné uzivani antibiotik - Sifeni rezistence bakterii k antibiotik(im
V EU vyuziti antibiotik jako rlistovych stimulator( u hospodarskych zvirat zakazano od roku
2006

Pouzivani zinku — ukladani v ptidé, zvySovani podilu rezistentnich bakterii

V EU je zakazano pouzivat oxid zineCnaty v terapeutickych davkach jako krmné aditivum od
cervna 2022




Nahrada antibiotik

* Inhibice rdstu patogennich bakterii

*  Nesmi byt toxické

*  Nemély by zatézovat zZivotni prostredi
*  Bez vedlejsich ucink(

*  Nesmizpusobovat rezistence

*  Musi byt snadno metabolizovatelné

*  Maély by byt pro zvifata chutné
*  ZvySovani odolnosti zvifat k nemocem
*  ZlepSeni konverze krmiva
*  Nemély by negativné ovlivhovat normalni stfevni mikrofléru
*  Stabilni v krmivu i travicim traktu zvirat
*  Technologicka zpracovatelnost Moznosti:
*  Nizka cena * imunomoduldtory — stimulace nebo potlaceni imunitni
odpovédi organismu (vakciny)
*  bakteriofagy
e antimikrobialni peptidy
e rostlinné extrakty, enzymy, organické kyseliny
« prebiotika, probiotika, synbiotika




Probiotika

Zivé mikroorganismy (kvasinky, houby, bakterie), které pokud jsou podavany v dostateéném mnozstvi,
pfiznivé ovliviuji zdravi svého hostitele (FAO, WHO, ISAPP)
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Nepatogenni a netoxické
Schopné prezivat prachod travicim traktem
Schopné pfrilnout ke sliznicim stfeva a kolonizovat ho

Vliv na sloZeni stfevniho mikrobiomu
Stimuluji imunitni systém hostitelského organizmu

Zvysuji rezistenci organizmu k patogennim agens g . PROBIOTICS
Snizuji vyluCovani patogenu a klinické priznaky “
Zlepsuji zdravotni stav zvirat

Zlepsuji konverzi krmiva
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Cile projektu

* lzolovat bakterie mlécného kvaseni (BMK) z traviciho traktu divokych a domacich prasat
e Charakterizovat vhodné kandidaty s potencialné probiotickymi vlastnostmi

* Vytvorit synbiotickou smés (krmivo + probiotika) — testovani na selatech po odstavu

)\
Bifidobacterium \ I




Odbér vzorku

obsah tenkého a tlustého streva divokych a domacich prasat
divoka prasata — nahariky, soukromé obory, volna priroda
domaci prasata - jatky, vybrané farmy

predevsim mladi jedinci, obojiho pohlavi




Kultivace

* transport do laboratore
* selektivni kultivace (TPY agar, Wilkins-Chalgren agar, Rogosa agar)
* anaerobni ¢i mikroaerofilni podminky, 37°C

* (Cistota izolatd kontrolovana mikroskopii




|dentifikace izolatu

Nyni vice nez 1200 izolatd —

Identifikace - sekvenace genu pro 16S rRNA
Poté MALDI-TOF/MS

Nejcastéji identifikovany: Lactobacillus reuteri, Lactobacillus mucosae, Lactobacillus
amylovorus

Vybér izolatl :
— co nejvyssi variabilita kmen(
— co nejvétsi pocet lokalit
— z rGznych darcl

Vybrdno pres 100 izolat(, které byly ddle charakterizovany




Charakterizace vybranych izolatu I.

e Kultivacni vlastnosti — schopnost rlistu v tekutych médiich

* Biochemické vlastnosti - utilizace substrat(, profil aktivnich enzym
(biochemické komercni testy API 50 CH, API ZYM, RAPID ID 32 A)

e Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace k vybranym antimikrobialnim
latkam - mikrodilu¢ni metoda, ampicilin, streptomycin, tetracyklin,
erytromycin, klindamycin, vankomycin, chloramfenikol, kanamycin,
gentamicin a ciprofloxacin

* Stanoveni antimikrobialni aktivity - enterotoxigenni Escherichia coli,
Salmonella typhimurium a Yersinia enterocolitica




Charakterizace vybranych izolatu II.

e Stanoveni enzymatické aktivity - proteaza, amylaza, lipaza

r k|
e Stanoveni hemolytické aktivity 0

* Rezistence ke zlucovym solim, nizkému pH a k vysokym teplotam

e Stanoveni schopnosti adheze na tkanovych kulturach - bunécné linie Caco-2 a HT29

*  Ko-kultivacni experimenty




Whole genome sequencing
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» cilené vyhleddvani genu souvisejicich s probiotickymi vlastnostmi:

— produkce bakteriocinl — kratké peptidy — antimikrobidlni aktivita vic¢i patogenim (Salmonella,
Staphylococcus, Listeria, Clostridium)

— adheze na mukdzni vrstvu stfeva hostitele
— produkce hydrolaz zZluéovych soli
— produkce glykosidové hydrolaz - rozklad polysacharidl — zvySeni stravitelnosti krmiv

— nepfitomnost genl kddujicich rezistence vici antibiotikim




Finalni vybeér

*  pritomnost (pocet) ,probiotickych” genli v genomu
*  schopnost vysokych narlstl biomasy

* odolnost vici zamraZeni pti -80°C

*  druhova rozmanitost izolatd

*  specifické vlastnosti pro dany kmen

*  typické vlastnosti daného druhu

*  tak, aby se vlastnosti jednotlivych izolat(i vhodné doplfiovaly




Lactobacillus amylovorus

Lactobacillus salivarius 1

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus mucosae

Lactobacillus amylovorus 2

Pseudoscardovia radai




Neinfekcni pokus na selatech

60 selat — 5 skupin po 12 kusech, 28denni, po odstavu

42 dni — trvani pokusu

Probiotika:
— prvni 3 dny peroralné, pak primichany v krmivu
— podavany kazdy den po dobu trvani pokusu
—  10°-10*°Ccru/ml
Krmivo:
—  Pig Startér Premium x Pig Startér Super (prvnich 14 dnt)
—  COS (daldich 14 dn()
— Al (poslednich 14 dna)
Sledovano:
— zdravotni stav
—  skore trusu denné
— spotreba krmiva (konverze)
— télesna teplota
— hmotnost 1x tydné
— odbér trusu — slozeni mikrobiomu

skupina probioticka kompozice ¢. Pig Starter
A 1 (3 kmeny) Premium
D - Premium

- Super




Vysledky neinfekcniho pokusu
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Infekéni pokus

* 40 selat — 4 skupiny po 10 kusech, 28denni, po odstavu

42 dni—trvani pokusu skupina probioticka kompozice ¢. Pig Starter

*  Probiotika '(6 kmena): o o ‘ 3 (6 kmenii) Premium
—  prvni 3 dny peroralnég, pak primichany v krmivu
—  podavany kazdy den po dobu trvani pokusu G 3 (6 kmenti) Super
— 10°%-10' CFU/ml

. Krmivo:

—  Pig Startér Premium x Pig Startér Super
- cos
- Al
* Infekce E. coli:
—  ETEC, klinicky izolat
—  pfirozené nalidixin rezistentni

— 5. den aplikace probiotik
- 1,5.10° CFU/ml
*  Sledovano:
—  zdravotni stav
—  skore trusu denné
—  spotfeba krmiva (konverze)
—  télesna teplota
—  hmotnost

—  odbér trusu— pocty vylucované E.coli, slozeni mikrobiomu




Vysledky infekéniho pokusu |.

skupina probioticka kompozice ¢.

Pig Starter

3 (6 kmenti)

Premium

G 3 (6 kmenti)

Super

Skoére trusu Kvalita trusu
0 Normalni, pevny
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1 Pastovité vykaly 12
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Vysledky infekéniho pokusu Il.

skupina probioticka kompozice ¢. Pig Starter
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Synbioticka smés

* Inhibice rlistu patogennich bakterii

* Nesmi byt toxickeé

* Nemély by zatézovat Zivotni prostredi
* Bezvedlejsich ucinku

* Nesmi zplisobovat rezistence

* Musi byt snadno metabolizovatelné

*  Mely by byt pro zvifata chutné sekvenace V3/V4 genu pro 16S rRNA

* Nemély by negativné ovliviovat normalni strevni mikrofloru

e  Stabilni v krmivu i travicim traktu zvirat .
o ]- lyofilizace
* Technologicka zpracovatelnost

* Nizkacena?




Lyofilizace

* Kmeny zamraZeny v -80°C - sledovana Zivotnost po dobu az 21 tydn(

e Lyofilizace
— 10 % skim milk
— 5% trehaldza
— 10 % skim milk + 5 % trehaldza




-

Co dal

* Velka databaze

e Stabilita a zpracovatelnost
* Novy projekt

* Jiné izolaty

e Kvasinky
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