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Probioticky kmen Bacteroides dorei CAPM 6631 pro pouZiti pro zlepSeni fyziologickych
vlastnosti traviciho traktu drubeze Gallus gallus

Oblast techniky
Predkladany vynalez poskytuje nastroj pro zlepSeni fyziologickych a imunitnich vlastnosti

traviciho traktu dritbeze Gallus gallus prosttednictvim osidleni bakterii Bacteroides dorei CAPM
0631.

Dosavadni stav techniky

Stfevni mikroflora podstatnym zpiisobem ovliviluje a charakterizuje zdravotni stav hostitele.
Stievni mikroflora kazdého jedince sestava z ptiblizn€ 1000 rGznych bakteridlnich druhd a asi
desetkrat vice bakterialnich klonii a izolath. Stfevni mikrofléra teplokrevnych zvifat sestava
zejména z bakterii nalezicich mezi Gram pozitivni Firmicutes a Gram negativni Bacteroidetes.
Minoritni bakterie kolonizujici travici trakt pochazi z kment Actinobacteria a Proteobacteria.
U hrabavé driibeze se jako probiotické prepardty nejCastéji pouzivaji laktobacily (patii mezi
Firmicutes) a rizni zastupci Actinobacteria. Experimenty pivodci tohoto vynalezu vSak ovéfily,
ze podani Cistych kultur laktobacild nebo Actinobacteria jednodennim kufatiim vibec nevede k
jejich usidleni v travicim traktu kufat. Identifikovat jednotlivé bakterie schopné ucinné
kolonizovat travici trakt dribeze mezi desitkami tisic variant je tedy velmi slozity ukol a prosta
znalost bakterii pfitomnych ve stievni mikroflofe dribeze nebo lidi neposkytuje vibec zadnou
uzitecnou informaci ohledné jejich vhodnosti pro osidlovani traviciho traktu kufat v prvnich
dnech Zivota.

Prvnim predpokladem pro feseni tohoto problému je zisk potencialnich probiotickych bakterii v
Cistych kulturdch. Plvodci tohoto vynalezu ziskali a popsali bakterialni biom imunologicky
relevantnich ¢asti traviciho traktu kurat, véetné kmene B. dorei An41l (CAPM 6631) (Medvecky
M, Cejkova D, Polansky O, Karasova D, Kubasova T, Cizek A, Rychlik I. Whole genome
sequencing and function prediction of 133 gut anaerobes isolated from chicken caecum in pure
cultures. BMC Genomics 2018;19:561). Samotné ziskani bakterii a poznani jejich genomu vSak
neni dostate¢nym podkladem pro predpovéd’ schopnosti dané bakterie kolonizovat travici trakt
driibeze, tlumit zanét a soucasné nemit zadné nezadouci Gi¢inky. Zadnou z téchto vlastnosti ze
znalosti sekvenci nelze vycist a nepomohou ani informace o tom, zZe se dané bakterie v travicim
traktu vyskytuji.

Stale tedy je potieba vyfesit problém identifikace vhodného bakterialniho kmene pro kolonizaci

traviciho traktu driibeze v prvnich dnech ¢i tydnech zivota, ktery by mél probiotické Gcinky,
tlumil zanét a nemél Zadné nezadouci ucinky.

Podstata vynalezu

V ramci predkladaného vynalezu bylo déale studovéno 327 bakterii, které piivodci vynalezu
izolovali z traviciho traktu kufat a sekvenovali. Z nich pouze 24 G¢inné kolonizuje travici trakt
dribeze. Zajimavych zjisténim je, Ze mezi témito 24 bakteriemi neni jediny zastupce rodi
Lactobacillus, Enterococcus nebo Bacillus, které se dosud v chovech driitbeze pouzivaji jako
probiotika, a ani jeden zastupce Actinobacteria (napt. rod Olsenella nebo Enorma). Naproti tomu
bylo zjisténo, Ze nejucinnéji ze vSech testovanych izolath travici trakt drubeze kolonizoval
Bacteroides dorei CAPM 6631. Po podani B. dorei CAPM 6631 jednodennim kufatim tato
bakterie tvotila vice nez 40 % z celkové stievni mikroflory po sedmi dnech Zivota a asi 30 % z
celkové stievni mikroflory 42. den Zivota, coz je vice nez délka zivota u masnych typu dribeze
(brojlerd ve vykrmu). B. dorei CAPM 6631 nema zadné negativni UCinky, sam o sob¢



20

25

30

35

40

45

50

55

Cz 308101 B6

nestimuluje zanét a naopak tlumi zanét ve slepém sttevé kutat po infekci Salmonella Enteritidis.
Proto je velmi vhodny pro pouziti jako probioticky kmen u kufat a mé vSechny pozadované
vlastnosti, takze ucinn€ zlepSuje zdravi a fyziologické vlastnosti kutat bez nezadoucich vedlejsich
ucinkd.

Predmétem piedkladaného vynalezu je tedy kmen Bacteroides dorei CAPM 6631 pro pouziti
jako probioticky preparat pro lécebné Ci preventivni zlepSeni imunity a/nebo fyziologickych
vlastnosti stfevniho traktu dribeze Gallus gallus. ZlepSeni imunity a/nebo fyziologickych
vlastnosti s vyhodou zahrnuje prevenci infekei traviciho traktu dribeze patogeny a tlumeni
zanétlivé reakce na tyto patogeny.

Déle je predmétem predkladaného vynalezu pouziti kmene Bacteroides dorei CAPM 6631 jako
probiotického preparatu pro nelécebné zlepSeni fyziologickych vlastnosti stfevniho traktu
dribeze Gallus gallus.

Predmétem vyndlezu je i probiotickd kompozice pro zlepSeni imunity a/nebo fyziologickych
vlastnosti stievniho traktu dribeze Gallus gallus, ktera obsahuje kmen Bacteroides dorei CAPM
6631 a alesporii jeden farmaceuticky pfijatelny excipient.

Farmaceuticky pfijatelné excipienty zahrnuji sterilni fedici roztok nebo fyziologicky roztok.

Probiotickd kompozice je s vyhodou ve formé pro oralni podéni. Kompozice vyhodné obsahuje
alespont 10° CFU, vyhodnéji alespoti 107 CFU, bakterii Bacteroides dorei CAPM 6631.

Bakterie B. dorei CAPM 6631, kterd efektivné kolonizuje travici trakt dribeze od prvniho dne

zivota, nema zadné negativni GCinky na osidlovanad kufata a tlumi zanét indukovany infekci
Salmonella Enteritidis.

Objasnéni vykresu

Obr. 1 znézorfiuje schopnost B. dorei CAPM 6631 kolonizovat slepé stfevo driibeze po
jednorazové oralni aplikaci. Jednotlivé sloupce piedstavuji procentualni zastoupeni B. dorei
CAPM 6631 v mikrofléfe slepého stieva jednotlivych kurat. Vek kufat ve dnech je ptfiblizné
zobrazen. Kufata z deseti nezavislych opakovani jsou odd€lena prazdnym sloupcem. Lze tedy
vycist, ze schopnost ucinng kolonizovat neni vazana na jeden ndhodny experiment.

Obr. 2. Porovnani schopnosti B. dorei CAPM 6631 a ostatnich vybranych izolati z traviciho
traktu dribeze kolonizovat slepé stfevo driibeze.

Obr. 3. Schopnost laktobacild a aktinobakterii osidlit travici trakt driibeze v prvnim tydnu Zivota.
Obr. 4. Exprese znaki zanctu (ExXFABP a MMP7) ve slepém stieve kontrolnich kutat a kufat po
osidleni B. dorei CAPM 6631. Osidleni slepého stieva bakterii B. dorei CAPM 6631 nevyvolava
zanétlivou reakci.

Obr. 5. Exprese znakt zanétu (ExXFABP a MMP7) ve slepém stievé kontrolnich kufat a kufat po

osidleni B. dorei CAPM 6631 a po nasledné infekci Salmonella Enteritidis. Mezi kontrolni a
osidlenou skupinou byl zaznamenan signifikantni rozdil v expresi ExXFABP (p=0,033).

Priklady uskutecnéni vynalezu

Piiklad 1: Izolace
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B. dorei CAPM 6631 byl izolovan v fijnu 2015 z obsahu slepého stfeva 15-tydenni kufice.
Kultivace byla provedena po desitkovém fedéni obsahu slepého stieva ve sterilnim fedicim
roztoku (0,1 g siran hofecnaty heptahydrat, 0,2 g monobazicky fosfore¢nan draselny, 0,2 g
chlorid draselny, 1,15 g dibazicky fosforecnan sodny, 3,0 g chlorid sodny, 1,0 g thioglykolat
sodny, 0,5 g L-cystein, 1000 ml destilovand voda, pH 7,5 pfi 25 °C). Po sterilizaci
autoklavovanim byl roztok pfenesen do anaerobniho kabinetu na 24 hodin pfed pouzitim, aby se
zbytkovy kyslik v roztoku nahradil anaerobnimi plyny z anaerobniho boxu. Jednotliva fedéni
byla vyseta na WCHA agar (Oxoid). Inkubace probihala v anaerobnim kabinetu Concept 400
(Baker Ruskinn, USA) v anaerobni atmosféte sestdvajici se z 10 % CO,, 5 % H> a 85 % Na.
Inkubace probihala pti 37 °C po dobu 72 hodin. Z narostlych kolonii byl alikvot resuspendovan v
1,0 ml BHI bujonu (Oxoid) s 10% glycerolem a zamrazen pfi -70 °C pro dal$i pouziti. Z jiného
alikvotu byla izolovana DNA, kterd byla vyuzita pro stanoveni kompletni sekvenace bakterialni
DNA a naslednou druhovou identifikaci (Medvecky M et al., BMC Genomics 2018;19:561).

Ptiklad 2: Podani B. dorei CAPM 6631 kufatim

Kufata byla prvni den Zivota ordln& inokulovana 107 CFU B. dorei CAPM 6631 v 0,1 ml
sterilniho fediciho roztoku. V ¢asech specifikovanych nize byla kutata utracena a bylo stanoveno
slozeni bakteridlni mikrofléry sekvenovanim V3 a V4 variabilni oblasti genu pro 16S rRNA
(Videnska P, Sedlar K, Lukac M, Faldynova M, Gerzova L, Cejkova D, Sisak F, Rychlik I.:
Succession and replacement of bacterial populations in the caecum of egg laying hens over their
whole life. PLoS One 2014;9:e115142). S vyuzitim znalosti sekvence genu pro 16S rRNA jsme
byli schopni detekovat a kvantifikovat B. dorei CAPM 6631 ve vzorcich osidlenych a kontrolnich
neosidlenych kurat. Paralelné byly odebrany vzorky tkané slepého stfeva, ze kterych byla
izolovand RNA s vyuzitim RNeasy Mini kitu dle instrukci vyrobce (Qiagen). Ta byla pfepsana
do cDNA s vyuzitim oligo(dT) primert. Ziskand cDNA byla vyuZita pro kvantifikace exprese
genu pro matrix metalloproteinase 7 (MMP7) a extracellular fatty acid binding protein (ExXFABP)
pomoci SybrGreen real time PCR dle instrukci vyrobce (Qiagen). Exprese téchto gent byla
normalizovana na primérnou expresi gent GAPDH, UB a TBP (jak je popsano napt. v PV 2015-
753 nebo v publikaci Varmuzova K, Faldynova M, Elsheimer-Matulova M, Sebkova A, Polansky
O, Havlickova H, Sisak F, Rychlik 1. Immune protection of chickens conferred by a vaccine
consisting of attenuated strains of Salmonella Enteritidis, Typhimurium and Infantis. Vet Res
2016;47:94).

Priklad 3: Kolonizaéni vlastnosti B. dorei CAPM 6631

B. dorei CAPM 6631 jsme pouzili k osidleni kufat prvni den Zivota (jak je popsano v Prikladu 2)
v deseti nezavislych experimentech a ve véku 2, 7, 11, 15, 19, 25, 29, 40 nebo 43 dni byla
stanovena skladba stfevni mikroflory v slepém stievé pomoci sekvenovani genil pro 16S rRNA
(Videnska P et al., PLoS One 2014;9:¢115142). Celkem bylo osidleno 192 kufat. B. dorei CAPM
6631 v pruméru tvotil 39,47 % z celkové mikroflory a i u 40- a 43-dennich kufat tvofil B. dorei
CAPM 6631 mezi 20 az 35 % z celkové populace slepého stfeva (Obr. 1). Protoze doba vykrmu
brojler se pohybuje okolo 35 dnd, tato bakterie i¢inné kolonizuje travici trakt driibeze po celé
obdobi vykrmu.

Identické experimenty s osidlovanim jednodennich kufat jsme provadéli s ostatnimi bakterialnimi
izolaty, které¢ jsme méli k dispozici (Medvecky M et al., BMC Genomics 2018;19:561). Ze
srovnani kolonizaénich vlastnosti B. dorei CAPM 6631 a ostatnich bakterii lze vidét, ze B. dorei
CAPM 6631 kolonizoval slepé stfevo kufat vyrazné nejlépe ze vSech srovnavanych bakterii (Obr.
2). Bézné pouzivané kmeny laktobacili a aktinobakterii pak travici trakt dribeze vibec
nekolonizovaly. Olsenella, Enorma a Gordonibacter patii mezi Actinobacteria a tyto bakterie
tyden po ordlni administraci nebyly v travicim traktu kutat detekovany (Obr. 3). Lactobacillus
reuteri, L. coleohominis, L. aviarius a L. gasseri rovnéz témert neosidlovali travici trakt dribeze.
L. salivarius a L. gallinarum byl zachycovan v travicim traktu driibeze, avSak vzdy se jednalo o
pfirozenou kolonizaci kufat bakteriemi z prostfedi (Sedé sloupce a oznaceni ,,Kont*, zastoupeni
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téchto bakterialnich druhtit u kontrolnich kufat, kterym nebyl podan zadny preparat) bez
dodate¢ného vlivu experimentalniho podani téchto druhti laktobacil (Obr. 3). Schopnost osidlit
travici trakt dribeze tak neni trividlni zalezitosti a b&éZzné podavana probiotika travici trakt
nekolonizuji.

Ptiklad 4: Prikaz nepatogenni povahy B. dorei CAPM 6631

Celkem 159 kuftat bylo prvni den Zivota osidleno B. dorei CAPM 6631. Dalsich 84 neosidlenych
kutat bylo pouzito jako negativni kontrola. Po sedmi dnech byla kufata utracena a byla stanovena
exprese ExXFABP a MMP7 geni ve tkani slepého stfeva (Varmuzova K et al., Vet Res
2016;47:94, nebo patentova piihlaska PV 2015-753), pfiCemz zvySena exprese ExFABP nebo
MMP7 genil je znakem zanétlivé reakce. Mezi kontrolni a osidlenou skupinou nebyl zaznamenan
signifikantni rozdil v expresi EXFABP nebo MMP7. Osidleni slepého stieva vysokymi pocty
bakterie B. dorei CAPM 6631 proto nema negativni vliv na funkci stfevniho traktu a B. dorei
CAPM 6631 nevyvolava zanét ve stieve (Obr. 4).

Priklad 5: Protizanétlivy ucinek B. dorei CAPM 6631 po infekci kutat S. Enteritidis

Celkem 87 kufat bylo prvni den Zivota osidleno B. dorei CAPM 6631. Ctyficet sedm
neosidlenych kurat slouzilo jako negativni kontrola. Osmy den Zivota byla vSechna kufata oralné
infikovana 107 CFU plné virulentniho kmene Salmonella Enteritidis 147 a 4 dny po infekci byla
stanovena exprese znakli zanétu (ExXFABP a MMP7) ve slepém stievé pomoci real time PCR
(Varmuzova K et al., Vet Res 2016;47:94, nebo patentova prihlaska PV 2015-753). Mezi
kontrolni a osidlenou skupinou byl zaznamenan signifikantni rozdil v expresi ExFABP
(p=0,033). Osidleni slepého stteva bakterii B. dorei CAPM 6631 tedy signifikantné sniZzovalo
zanétlivou odpoveéd’ kutat na infekci salmonelami (Obr. 5).

Zavery

B. dorei CAPM 6631 uc¢inné osidluje slepé stfevo kurat od prvniho dne Zivota a po jednorazové
administraci pretrvava ve slepém stievé minimalné do 43. dne Zivota, coz je vice nez délka zivota
u masnych typt driibeze ve vykrmu. B. dorei CAPM 6631 nemé zadné negativni ucinky, po jeho
podani nebyly zaznamenany zadné thyny a nedoslo ani ke stimulaci zanétu ve slepém stfeve.
B. dorei CAPM 6631 naopak tlumi projevy zanétu vyvolané ve slepém stfevé infekci bakterii
Salmonella Enteritidis. Proto se da s vyhodou pouzit jako probioticky kmen u kurat.

PATENTOVE NAROKY

1. Kmen Bacteroides dorei uloZzeny ve Sbirce zoopatogennich mikroorganismti, CAPM, pod
¢islem 6631 pro pouziti jako probioticky preparat pro lécebné a/mebo preventivni zlepSeni
imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti sttevniho traktu dribeze Gallus gallus.

2.  Kmen Bacteroides dorei CAPM 6631 pro pouziti podle naroku 1, kde zlepSeni imunity
a/nebo fyziologickych vlastnosti zahrnuje prevenci infekci traviciho traktu dritbeze patogeny a
tlumeni zanétlivé reakce na tyto patogeny.

3.  Pouziti kmene Bacteroides dorei CAPM 6631 jako probiotického preparatu pro nelééebné
zlepSeni fyziologickych vlastnosti stfevniho traktu dribeze Gallus gallus.

4. Probioticka kompozice pro zlepSeni imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti stfevniho
traktu dribeze Gallus gallus, vyznaena tim, Ze obsahuje kmen Bacteroides dorei CAPM 6631 a
alesponi jeden farmaceuticky pfijatelny excipient.
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5. Probioticka kompozice podle naroku 4, vyznafena tim, Ze farmaceuticky pfijatelny
excipient je vybrany ze skupiny zahrnujici sterilni fedici roztok nebo fyziologicky roztok.

3 vykresy
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