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Uvod

Prasata, podobné jako ostatni teplokrevni zivoc¢ichové, jsou za normalnich okolnosti
kolonizovana Sirokou Skalou mikroorganismii. Druhové nejbohatsi a téz nejpocetnéjsi je
mikroflora distalni ¢asti traviciho traktu, kde 1ze hovotit fadove o cca 1000 riiznych
kolonizujicich bakterialnich taxonti a hustoté bakterii 10'° - 10!! bakterii na gram sttevniho
obsahu. Na druhé strané, selata jsou v prib&hu nitrodélozniho vyvoje prakticky sterilni.
Kolonizace stieva noveé narozenych selat zac¢ina uz pfi priachodu selat porodnimi cestami
prasnice a nasledné se v prvnich dnech zivota velmi dynamicky rozviji po strance kvalitativni
(diverzita) 1 kvantitativni (abundance). Zdrojem jednotlivych bakterialnich taxonti je pro
selata vné&jsi prostiedi, ale pfedevsim matka prasnice. V pribéhu prvnich dnii Zivota dochézi
ve stieve selat k intenzivni kompetici bakterialnich taxoni, pficemz fyziologickym vysledkem
je dosazeni stavu dynamické rovnovahy. Tento proces je vyznamné ovliviiovan faktory, jako
je mlécna vyziva, popiipad¢ pasivni imunizace protilatkami v mléce, které do procesu rozvoje
mikrobiomu vyznamn¢ zasahuji, ale roli hraji i dalsi faktory jako je zoohygiena a

management chovu.

Neni nikterak ptekvapivé, Ze obdobi po porodu patii k nejkritictéjSim obdobim v Zivoté selat
a je uvadéno, ze k 50 % vsech ztrat selat dochazi do 4 dnii po narozeni a ackoliv je pfic¢in
uhyntl v tomto obdobi vice, mezi nejvyznamnéjsi patii prijmova onemocnéni zpisobena
bakteriemi. Povaha téchto postnatalnich infekci je zfejmé multifaktoridlni a ne vzdy lze urcit
jednoznacnou piic¢inu nebo pitvodce. Navzdory tomu panuje shoda na tom, Ze mezi hlavni
prokazané pti€iny postnatalnich stfevnich infekci patii infekce bakteriemi rodu Clostridium

perfringens typu A a C a v poslednich letech ¢im dal Castéji téz Clostridioides difficile.

Postnatalni infek¢ni prijmy jsou Casto ditvodem k ¢asné 1é€bé antibiotiky, coz je v rozporu
s nartstajicim trendem k sniZovani jejich spotieby. Stoupa tak tlak na hledani jinych cest

k potlaceni nezddoucich patogennich a potencialné patogennich bakterii.

Oblast techniky

Predkladané technické feSeni poskytuje ptipravek, ktery je alternativou k antibiotické 1é€bé

novorozenych selat pfi ochrané proti prijmovym onemocnénim zplisobenym patogennimi



bakteriemi Clostridium perfringens typu A a C, poptipad€ Clostridioides difficile.

Aktualni stav techniky

Poporodni priijmy selat zptisobené bakteriemi jsou jednim z vaznych problémi v chovu
prasat, pticemz bakterie Clostridium perfringens, poptipad¢ Clostridioides difficile jsou vedle
nékterych virti nejéast&jsi pri¢inou. Casna diagnostika a nasazeni antimikrobilni terapie jsou
prvni volbou pfi jejich terapii. Situaci v§ak komplikuje skute¢nost, ze n¢které kmeny
zminénych bakterii jsou rezistentni i k vice nez jednomu typu antibiotik. Hledani
alternativnich cest ochrany je tedy dilezité pro chovatele a zarovei je v souladu s nafizenim
Evropského parlamentu a Rady (EU) 2019/6 o veterinarnich 1é¢ivych ptipravcich, které mimo

jiné piinasi restrikce pro pouziti antimikrobialnich latek ve veterindrni medicing.

Popis technického FeSeni a naroki na ochranu

Pti piedchozich studiich, popisujicich rozvoj mikrobiomu tlustého stfeva u sajicich selat jsme
zjistili, ze u selat do véku 3 az 4 dntl patii pravé patogenni klostridie mezi dominantni taxony
a to 1 u klinicky zcela zdravych jedincii. U jednodennich selat se pohybovala stiedni mira
abundance CI. perfringens kolem 10 % (Obr. 1A). Jiz 4. den Zivota jsme vSak pozorovali
jejich pokles o vice nez 90 %. Za fyziologickych podminek probiha ve stejném obdobi Zivota
v tlustém stfeve selat prudky nariist abundance zastupcti kmene Bacteroidetes a to predev§im
rodu Bacteroides (vice nez 30x), ktery ve stfevé ¢tyfdennich selat dominuje a tvoti zhruba
¢tvrtinu celkového mikrobiomu. Zastupci tohoto rodu patii mezi typicky stievni bakterie,
které, vzhledem ke striktné anaerobnimu metabolismu a neschopnosti tvofit spory, prezivaji
v okolnim prostiedi jen kratkou dobu a proto zdrojem téchto bakterii pro selata je predev§im
matka. Rod Bacteroides je vSak v travicim traktu starSich kategorii prasat minoritni a je
nahrazen ptibuznym rodem Prevotella, ktery dominuje. Dospélé prasnice tak nelze povazovat
za idedlni zdroj zastupct rodu Bacteroides. Zastupci rodu Bacteroides tvoii u prasnic

v priuméru pouhych 0,4 % celkového mikrobiomu (Obr 1B) a zhruba u ¢tvrtiny z nich je toto
mnozstvi dokonce kolem 0.05 % a méné (Obr. 1B — oznaceno Zlutym ovalem). Diky tak
vyrazné mensinovému zastoupeni rodu Bacteroides v trusu prasnic je moznost jejich

obdobi dominance klostridii a z toho vyplyvajici rizika. Praveé u selat matek s extrémné
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nizkym zastoupenim bakterii rodu Bacteroides piinasi aplikace naSeho piipravku

bezprostfedné po narozeni nejveétsi benefit.

Vhodné¢ sestavena probioticka smeés slozena ze zastupcii rodu Bacteroides, peroralné
aplikovana v kratkém case po narozeni napomaha k vyraznému zkraceni celého procesu
rozvoje stfevniho mikrobiomu a urychluje ustaveni zddouci fyziologické rovnovahy ve

smyslu dominance Bacteroides a sou¢asné¢ho potlaceni patogennich klostridii.

Obr. 1 Zastoupeni bakterii Clostridium perfringens a bakterii rodu Bacteroides v mikrobiomu

selat a matek v % z celkového mnozstvi bakterii
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Tento princip byl popsan jiz diive a stal se zakladem funk&niho vzoru Probiotickd smés pro
novorozena selata potlacujici vyskyt enteropatogennich baktérii (Rychlik et al. 2021), na

ktery prototyp koncep&né navazuje.

Lyofilizace smési

Pokud se ma takto ptipravena probiotickd smes pro novorozena selata uplatnit v kazdodenni

chovatelské praxi je dilezité, aby byla uzivatelsky co mozna nejptivetivéjsi. Z tohoto ditvodu
jsme smétovali nas vyvoj k lyofilizovanému produktu. Takto formulovany produkt neni tfeba
skladovat pfi ultranizkych teplotach (< -70 °C) a nevyzaduje tedy specidlni technické zatizeni

a s nimi spojené investice. Pfezivani baktérii v lyofilizovaném stavu je zavislé predevSim na



konkrétnim druhu. Kromé druhu baktérie hraje nemalou roli i sloZeni lyofiliza¢niho média, ve
kterém se bakterie zamrazuji a nasledné lyofilizuji. V pribéhu testovani lyofiliza¢nich
protektivnich médii a nasledného vyvoje prototypu bylo testovano pies 30 riznych slozeni
lyofiliza¢nich pufrti, abychom optimalizovali miru pfezivani probiotickych kmenti. Bakterie
byly po 24 hodinové kultivaci ve Wilkins-Chalgrenové médiu zakoncentrovany centrifugaci a

resuspendovany v 10% roztoku trehal6ozy v pufrovaném roztoku pro fedéni anaerobu.

Probiotické kmeny

V probiotické smési jsou zastoupeny 4 rizné druhy bakterii rodu Bacteroides a to:

Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron a

Bacteroides xylanisolvens. Jejich vlastnosti 1 zpiisob kultivace byly popsany jiz dfive (Rychlik

vvvvvv

Vsechny uvedené kmeny byly piivodné izolovany z traviciho traktu prasat a patii mezi druhy
s nejveétsim zastoupenim ve stfevnim mikrobiomu sajicich selat. VSechny pouzité druhy byly
sekvenovany a je k dispozici jejich celogenomové sekvence. Tato znalost ndm umoznila
vybrat druhy, jejichZ genom neobsahuje potencialné skodlivé virulencni faktory a potencialné
pienositelné geny rezistence k antibiotikim. Zaroven nam znalost celogenomové sekvence,
spolu se znalosti stovek celogenomovych sekvenci z dalSich bakterii, vyskytujicich se ve
stieve prasat, umoznila detekci vysoce specifickych geni a ndvrh ptisné specifickych primert,
které lze pouzit na detekci a kvantifikaci vSech 4 kmenil v riznych matricich (trus selat,
vlastni preparat, vzorky z prostifedi) pomoci kvantitativni PCR. VSechny kmeny jsou
kultivovany v tekutém Wilkins-Chalgrenové médiu. Veskeré proteiny v tomto médiu jsou
rostlinného piivodu, coZ je diilezité pro vylouceni rizika pienosu spongiformnich

encefalopatii.

Naroky na ochranu

1) Unikatni smé&s Etyt probiotickych kmeni sloZzend z druhti selektovanych na zakladé jak
hostitelské specifity, tak podle ptisnych kritérii pro bezpecnost a nesifeni antimikrobidlni

rezistence.



2) Specifické nukleotidové sekvence primert, detekujicich vyhradné probiotické kmeny.

Tabulka 1.

Primery pro specifikou detekci a kvantifikaci Bacteroides vulgatus, Bacteroides fragilis,

Bacteroides thetaiotaomicron a Bacteroides xylanisolvens.

Cilovy druh Sekvence Délka
Bacteroides vulgatus Forward | atagttggtgcaagcggagg 20
Reverse | tcctgagcattccaagtegg 20
Bacteroides fragilis Forward | caacgacacaacagcttccg 20
Reverse | tcgagtccattcgtcccaac 20
Bacteroides thetaiotaomicron | Forward | gttgctcccatgttgacgag 20
Reverse | gccataagccgagcaatgag 20
Bacteroides xylanisolvens Forward | ctaccgttatcgcaacctcg 20
Reverse | gacagctcccacatccatacg 21

3) Lyofilizovana forma ptipravku, ktera jako protektivni médium vyuziva 10 % roztok

trehal6zy v roztoku pro anaerobni bakterie (PRAS).

Vysvétleni narokii na ochranu

Ad 1) Probioticka smés pro novorozena selata sestavajici se z Bacteroides fragilis,
Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus a Bacteroides xylanisolvens je naprosto
unikatni. Je zaloZena na vlastnim pozorovani negativni korelace mezi ptitomnosti baktérii
rodu Bacteroides a patogennich klostridii u sajicich selat. Neni nam zndmo, Ze by podobny
vyrobek byl na trhu dostupny. Preparat se podava jednorazove, ptirozenou oralni cestou a
vychézi z poznatkl o ptirozeném osidlovani traviciho traktu selat. Preparat nevnasi do
mikroflory selat Zadny cizorody prvek, ale jen urychluje a garantuje rozvoj sttevni mikroflory

sajicich selat spravnym a pfirozenym smerem a zaroveil napomaha k snizovani variability
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mikroflory mezi jednotlivymi selaty, ¢imz potlacuje vyskyt jedinct s patologickou

mikroflorou. Takovi jedinci mohou byt nasledné zdrojem problémt v chovu.

Ad 2) Navrzené sekvence jsou specifické pro pouzité probiotické druhy. Zaroven jsou i
vysoce selektivni, protoze byly vybrany se znalosti stovek dalSich celogenomovych sekvenci
druhi, pfirozené se vyskytujicich v travicim traktu prasat tak, aby nedetekovaly zadné dalsi

bakterie.

Ad 3) Slozeni a vybér protektivniho lyofilizacniho pufru je vysledkem vlastniho

experimentalniho testovani.

Literatura

Rychlik, 1., Juficova, H., MatiaSovicova, J., Matiasovic, J.; Probiotickd smés pro novorozena
selata potlacujici vyskyt enteropatogennich baktérii; Funk¢ni vzorek; 2021; ISBN 978-80-
7672-017-6
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Pribalova informace:
1. NAZEV

Lyofilizovana probioticka smés pro novorozena selata

2. KVALITATIVNI A KVANTITATIVNI SLOZEN]
Jedno baleni (1 g) lyofilizované smési probiotickych bakterii obsahuje:
Probiotické bakterie:

Druh

Bacteroides thetaiotaomicron
Bacteroides fragilis
Bacteroides vulgatus

Bacteroides xylanisolvens
Celkovy pocet vSech Zivotaschopnych bakterii v baleni je minimalné& 10!

Po rekonstituci (20 ml) obsahuje jeden ml suspenze minimalné 5 x 10® Zivotaschopnych

bakterii.

Pomocné latky:

Trehaloza

3. FORMA

Lyofilizat pro ptipravu peroralni suspenze. Pfed pouZitim se do 1ékovky s lyofilizatem doplni 20
ml vodného roztoku (napft. fyziologicky roztok, prevarena voda ochlazena na pokojovou teplotu,

pasterizované mléko). Po rekonstituci produktu se davkuje ordln¢ 1 ml na jedno sele. Obsah
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jedné davky je tedy dostacujici na osidleni 20 novorozenych selat, coz piedstavuje dostate¢ny

objem na oSetfeni selat v jednom vrhu.

4. KLINICKE UDAJE
4.1  Cilové druhy zvirat

Sajici selata do odstavu, idedln€ novorozena selata ve véku 1 den.

4.2  Indikace s upiesnénim pro cilovy druh zvirat

7o

Jednorazova peroralni aplikace probiotické smési ke kolonizaci distalni ¢asti traviciho traktu
novorozenych selat smési probiotickych kmenti anaerobnich bakterii z divodu urychleni
navozeni odolnosti vii¢i poporodnim priijmovym onemocnénim zplsobenych bakteriemi rodu
Clostridium (ptedevsim C. perfringens a C. difficile). Ptipravek sniZzuje mortalitu a zmirfiuje

klinické pfiznaky neonatalniho prijmu vyvolaného vyse zminénymi patogeny.

4.3 Kontraindikace

Nejsou znamy.

4.4  Zvlastni opatieni pro pouZiti

Zvl14a$tni opatieni pro pouziti u zvifat

Neuplatiiuje se.

Zvlastni opati'eni uréené osobam, které podavaji veterinarni 1é¢ivy pfipravek zvifatim

Neuplatiiuje se.
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4.5  Nezadouci ucinky (frekvence a zavaznost)

Nebyly pozorovany.

4.6  Interakce s 1é¢ivymi pripravky a dalSi formy interakce

Nejsou dostupné informace o bezpecnosti a ti¢innosti tohoto pfipravku pokud je podavan
zaroven s jakymkoliv 1é¢ivym piipravkem. Z divodu povahy ptipravku (Zivé bakterie) je
nezadouci podavat ptipravek spolecné s antibiotiky nebo jinymi antimikrobiky z ditvodu

inaktivace probiotickych bakterii.

4.9  Podavané mnoZstvi a zptusob podani

Peroralni podéni. Pfed poddnim je nutné lyofilizovany ptipravek rekonstituovat ve 20 ml
fyziologického roztoku nebo prevaiené vody po ochlazeni na pokojovou teplotu nebo jiného

vodného produktu. Nevylucuje se ani rekonstituce v pasterizovaném mléce.
Pied pouzitim dikladné protfepejte.

V priibéhu podavani zamezte kontaminaci.

Davkovani

1 ml rekonstituované suspenze na sele.

Aplikujte odpovidajici davku pomoci injekéni stiikacky, automatického peroralniho aplikatoru ¢i
jiné vhodné pomtcky piislusnou davku do Gstni dutiny selat. Aplikaci je vhodné provadét v co

nejkratsi dob€ po narozeni selat.
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4.10 Piedavkovani (symptomy, prvni pomoc, antidota), pokud je to nutné

Experimentalni podani 10 x vys$§itho mnozstvi probiotickych bakterii nezpisobilo zadné klinicky

pozorovatelné negativni ptiznaky.

4.11 Ochranné lhity

Bez ochrannych lhit.

5. IMUNOLOGICKE VLASTNOSTI

Probiotickd smés obsahuje lyofilizované zivé bakterie, které se piirozen¢ vyskytuji u prasat
véetné prasnic — matek. Ackoliv je jejich vyskyt bézny a piirozeny, jejich zastoupeni

v mikrobiomu dospé€lych prasat je minoritni, coz ostfe kontrastuje s mikrobiomem 4dennich
selat, kde vybrané probiotické druhy (spolu s dalSimi kmeny rodu Bacteroides) dominuji. Matka
prasnice je tak sice moznym zdrojem téchto bakterii pro selata, ale rozvoj a stabilizace
mikrobiomu selat za stdjovych podminek trva nékolik dnl. Podani probiotické smési selatim

v pritbéhu prvniho dne po narozeni tento rozvoj vyrazné urychluje a pomaha preklenout kritické
obdobi po porodu, kdy je travici trakt prakticky sterilni a permisivni pro uchyceni a pomnoZeni
potencialnich patogenti. Rychla, masivni a synchronni kolonizace selat bakteriemi rodu
Bacteroides nasledné pomaha zmirmovat klinické projevy poporodnich prijmi a snizovat vyskyt

dysbiotickych selat, ktera jsou nasledn¢ zdrojem nezddoucich bakterii.

6. FARMACEUTICKE UDAJE

6.1 Uplny seznam pomocnych litek

Trehaloza 1000 mg
Magnesium Sulfate, Heptahydrate (MgSO4 x 7H20) 1 mg

Potassium Phosphate, Monobasic (KH2PO4) 2 mg

Potassium Chloride (KCI) 2 mg

Sodium Phosphate, Dibasic (Na2HPO4) 11,5 mg
Sodium Chloride (NaCl) 30 mg
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Cystein 5 mg

6.2 Hlavni inkompatibility

Studie kompatibility nejsou k dispozici, a proto tento veterinarni 1é¢ivy pripravek nesmi byt

misen s zadnymi dal$imi veterinarnimi 1é¢ivymi ptipravky.

6.3 Doba pouzitelnosti
Doba pouzitelnosti probiotického ptipravku v neporuseném obalu: 6 mésicu.

Doba pouzitelnosti po otevieni a rekonstituci: 4 hodiny.

6.4 Zv1astni opatieni pro uchovavani

Uchovavejte a ptepravujte chlazené (2 °C — 8 °C). Chrante pfed svétlem.

6.5 Druh a slozeni vnitiniho obalu

Sklenéna lyofilizaéni lahvicka 30 ml s perforovatelnou zatkou z nitrilového kaucuku

a hlinikovym uzavérem.

6.6 Zv1astni opatieni pro zneSkodinovani nepouzitého veterinarniho 1é¢ivého

pripravku nebo odpadu, ktery pochazi z tohoto pripravku

Vsechen nepouZity veterinarni 1éCivy piipravek nebo odpad, ktery pochdzi z tohoto ptipravku,

musi byt likvidovan podle mistnich pravnich predpist.
7. DATUM REVIZE TEXTU

15.10. 2024
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Fotodokumentace: prototyp lyofilizovana probioticka smés pro novorozena selata
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