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Probioticky pripravek pro dribez

Oblast techniky
Predkladané technické feSeni poskytuje probioticky piipravek pro zlepSeni fyziologickych

a imunitnich vlastnosti traviciho traktu dribeze Gallus gallus prostiednictvim osidleni smési
probiotickych baktérii.

Dosavadni stav techniky

Stfevni mikroflora podstatnym zptisobem ovliviiuje a charakterizuje zdravotni stav hostitele.
Stievni mikrofléra kazdého jedince se sestava z ptiblizné 1000 riiznych bakterialnich druht a asi
desetkrat vice riznych bakterilnich klond a izolat. Sttevni mikroflora teplokrevnych zvitat se
sestava zejména z baktérii nélezicich mezi Gram pozitivni Firmicutes a Gram negativni
Bacteroidetes. Minoritni baktérie kolonizujici travici trakt pochazi z kmenti Proteobacteria
a Actinobacteria. U hrabavé dribeze se jako probiotické preparaty nejcasteji pouzivaji laktobacily
(patii mezi Firmicutes) a bifidobaktérie (patii mezi Actinobacteria). Experimenty ptivodct tohoto
technického feSeni vSak ukazuji, ze podani Cistych kultur laktobacild nebo Actinobacteria
jednodennim kufatiim nevede k jejich usidleni v travicim traktu kufat. Identifikovat jiné baktérie
schopné uc¢inné kolonizovat travici trakt dribeze mezi desitkami tisic variant je vSak velmi slozity
ukol a prosta znalost baktérii pfitomnych ve stfevni mikrofléie dribeze nebo lidi neposkytuje
vibec zadnou uzite¢nou informaci ohledné jejich vhodnosti pro osidlovani traviciho traktu kurat
v prvnich dnech zivota. V pfipadé studia stfevni mikrofléry kura doméciho se navic riizni autofi
uchyluji ke studiu stfevni mikrofléry v prvnich tydnech Zivota ptiblizné odpovidajici délce vykrmu
brojlerti (cca 35 dnt1). To je vSak znacné¢ problematicky a zavadejici piistup poskytujici vysledky
velmi diskutabilni kvality. DGvod pro toto tvrzeni je, Ze kurata se lihnou v lihnich, bez kontaktu
s dospélou slepici a jejich pocateéni mikroflora pochazi vyluéné€ z prostiedi. Stievni mikroflora
mladych kufat proto neni vibec reprezentativni pro kura domaciho a mikrobialni kultivaci
z traviciho traktu brojlerti se v naprosté vétsiné piipada ziskaji bakterialni kultury nevhodné pro
pouziti jako probiotika, véetné€ napt. laktobacil. Evoluce naopak selektovala kurata tak, aby se
hned v prvnich hodinach po vylihnuti v hnizd¢ osidlily mikroflérou matky. Nerespektovani této
skute¢nosti pii selekci novych probiotickych kment vede k zcela mylnym konceptim a zavérum.
Nadto je jasné, ze slepice nepfedavd kufatim jednu jedinou baktérii, a v souladu s tim
experimentalni podani jednotlivych bakterialnich kultur nechrani kufata pted infekci salmonelami
nebo zvySenymi thyny v prvnich dnech zivota. Pokud nékteré studie tvrdi opak, neuvadi kriticky
vyhodnocené vysledky, coz 1ze snadno dolozit realnym stavem v chovech driibeze. V téch se pro
nefunkcnost stavajicich jednodruhovych probiotik pouzivaji antibiotika s veskerymi nezadoucimi
disledky.

Naopak panuje shoda, ze podani komplexni mikroflory kufatim napft. extraktem trusu dospélych
slepic vede k jejich okamzité ochrané pted infekci salmonelami, zcela v souladu se skute¢nosti, ze
takové experimenty mimikuji pfirozeny prenos komplexni mikrofléry mezi slepici a kutetem. Tato
varianta ovSem narazi na legislativni opatfeni, protoZze se timto zplisobem mohou piendset
i nezjisténd infekeni agens bakteridlniho, virového nebo protozoarniho ptivodu. Je tedy znamo, zZe
jednotlivé baktérie nezvysuji zasadnim zpisobem odolnost kufat proti salmonelam, zatimco
komplexni mikroflora, kterd ma ale omezené pouziti, pfed salmonelami chrani. Reseni ochrany
traviciho traktu tedy existuje, ale neni jasné, zda je nutné podat vzdy vSech 1000 baktérii soucasné
s rizikem nekontrolovaného pfenosu i nezadoucich baktérii, anebo zda 1ze ochranu redukovat na
mensi pocet baktérii. A pokud by bylo mozné redukovat pocet baktérii, neni jasné, které baktérie
z tisich rdznych vybrat do ucinného, ale soucasn¢ z pohledu realné produkce co nejjednodussiho
preparatu.
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Predkladané technické feseni proto piedklada vystup, probioticky pripravek, ktery vyhovuje vySe
uvedenym pozadavkim. Obsahuje vice nez jednu baktérii, ale piesto ma relativné jednoduché
sloZeni, které je technicky realizovatelné. Pfitom zajisti efektivni osidleni traviciho traktu driibeze
od prvnich dnti zivota, snizi pfitomnost nezadoucich bakterii v travicim traktu kufat a ochrani
kurata pfed salmonelovou infekci.

Podstata technického feSeni

V ramci predkladaného technického feseni bylo studovano vice nez 500 riznych baktérii, které
puvodci technického feSeni postupné izolovali z tradviciho traktu kufat v Cistych kulturach
a stanovili u nich kompletni sekvenci genomu. Z nich jen mala ¢ast ucinné kolonizovala travici
trakt dribeze. Kli¢ovym zjisténim bylo, Ze mezi baktériemi schopnymi kolonizovat travici trakt
kutat po jednorazové aplikaci nebyl jediny zastupce rodu Lactobacillus, Enterococcus nebo
Bacillus, které se dosud v chovech driibeze pouzivaji jako probiotika. Piedkladana probioticka
smés je svym slozeni zcela unikatni a odli$na od jakéhokoli jiného produktu.

Po identifikaci baktérii schopnych ti€¢inné kolonizace traviciho traktu kutat v dal§im kroku ptivodci
technického feSeni redukovali pocet bakteridlnich druhti vhodnych do smési identifikaci takovych
baktérii, které jsou specifické pro driibez. Tato uvaha dosud nebyla pfti ptipravé probiotik pro
driibez pouzivana. Toho bylo dosazeno porovnanim stfevni mikroflory kura domaciho, prasete
domaciho a ¢loveéka. Tato analyza ukazala, Ze z f4du Lactobacillales nebo celedi Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae nebo Enterobacteriaceae se stejné druhy ¢asto vyskytuji u vSech tii hostitelq.
Baktérie z téchto taxonomickych jednotek jsou tedy plivodem z prostiedi a nejsou vhodné jako
hostitel-adaptovana probiotika ve smyslu této pfihlasky technického teSeni. Uvedené zjisténi
potvrdila analyza stfevni mikrofléry sedmidennich kufat, kterd se sestavala zejména ze zastupct
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae nebo Enterobacteriaceae. Protoze vSak tato kufata nikdy
nebyla v kontaktu s dospélou slepici, baktérie v jejich travicim traktu musely pochazet vylucné
z prostfedi. Dalsi experimenty pak ukazaly, Ze jako vhodné baktérie pro zcela novy typ probiotik
pro pouziti ukura domaciho se jevili zastupci celedi Veillonellaceae, Prevotellaceae nebo
Bacteroidaceae. Ze zastupct téchto taxontl byla pfipravena probioticka smés, ktera je predmétem
tohoto technického feSeni.

Predmétem predkladaného technického feSeni je tedy probiotickd smés vhodna pro podani
kufatim, ktera obsahuje jako ucinnou slozku baktérie Bacteroides caecicola, Bacteroides
caecigallinarum, Megasphaera sp. a Mediterranea sp. Takto je poskytnuta presné definovana,
bezpecna, snadno kultivovatelna a podatelna probiotickd smées, vhodna pro masné i nosné linie
driibeze, ktera se sestava z baktérii striktné adaptovanych na kura domaciho, které ve vysoké
ucinnosti a dlouhodob¢ kolonizuji travici trakt po jednorazové aplikaci. VSechny Ctyii baktérie 1ze
kultivovat soucasné, coz vyznamné zjednodusuje jejich priimyslovou piipravu. Probiotickd smés
je vhodna zejména pro podavani prvni den zivota driibeze, ale Ize ji podat i v pozdéjsich dnech.

Probiotickd smés podle technického feSeni ma oproti vSem podobnym, doposud pfipravenym
produktiim, tyto technické vyhody:

- Obsazené baktérie jsou adaptované na kufe a nevyskytuji se ve stievni mikroflofe cloveka
nebo prasat.

- Vsechny 4 baktérie patii za predpokladu dodrzeni anaerobni kultivace mezi in vitro snadno
kultivovatelné.

- Viechny 4 baktérie Ize soub&zné fermentovat, protoze maji podobné riistové rychlosti. Zadna
z téchto baktérii tedy ve smési nepferoste ostatni.
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- VSechny baktérie 1ze kultivovat v médiu bez ptidavku jakychkoli produktt zivocisného
puvodu.

- Vsechny baktérie vyhodného provedeni byly celogenomové sekvenovany a bylo ovéteno,
7ze ani jedna znich nema v genomu horizontalné pienositelné geny pro rezistence
k antibiotikim.

- Baktérie ze smési ucinné osidluji travici trakt dribeze po jednorazové aplikaci, a to tak
odlisné geneticke linie jako je masnd linie Ross nebo nosna linie ISA Brown.

- Po aplikaci vSechny 4 baktérie kolonizuji travici trakt nejméné po dobu 35 dnt.

- Po aplikaci jednodennim kufatim a infekci Salmonella Enteritidis probioticka smés zvysuje
odolnost kutat pted salmonelami.

- U oSettenych kurat se v mensi mife vyskytuji patogenni nebo oportunné patogenni baktérie
puvodem z prostiedi, jako je Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Proteus vulgaris,
Clostridium perfringens nebo Clostridium difficile.

- V realnych hejnech aplikace smési snizuje thyny az na Groven srovnatelnou s vykrmem
(odchovem) kurat za pouziti antibiotik. Aplikaci probiotické smési tak 1ze nahradit pouziti
antibiotik v produkci driibeze.

Probiotickou smés podle technického feSeni lze podavat kufatim kdykoli v prub&hu Zivota.
zejména k aplikaci jednodennim kufatim v lihnich nebo bezprostfedné po naskladnéni kutat na
farmu, to je ve véku 1 az 5 dnu, vyhodnéji 1 az 3 dnt.

Smeés lze podavat v pitné vodé nebo krmivu. Pro dosazeni homogenniho pokryti celého hejna je
v§ak nejvhodnéjsi sprejova aplikace v lihni. Probioticka smés byla otestovana jako zcela bezpe¢na
po sprejové aplikaci.

Predmétem predkladaného technického feSeni je také krmivo obsahujici probiotickou smés podle
technického feseni.

Predmétem predkladaného technického feseni je dale formulace pro sprejovou aplikaci obsahujici
probiotickou smés podle technického feseni a alespon jedno potravinarsky piijatelné rozpoustédlo.

Pfi testovani bylo zjisténo, Ze po oralnim podani jednodennim kufattim tvoti baktérie z probiotické
smési vice nez 25 % z celkové stfevni mikroflory u sedmidennich kufat a okolo 50 % z celkové
sttevni mikroflory u kufat 29. den zivota, coz je v podstaté délka Zivota brojlerti ve vykrmu. Ve
sttevni mikrofléfe kontrolnich kurat, kterym nebyla probiotickd smés podavana, se baktérie
probiotické smési nenachazely. Baktérie z probiotické smési ze stfevni mikroflory vytlaCily
baktérie, které mohou zptisobovat zanéty a nezadouci fyziologické stavy, jako je E. coli, Proteus
vulgaris, Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens nebo Clostridium difficile. Probioticka
smés podle technického feSeni pii testovani nevykazovala zadné negativni vlastnosti, a naopak
chréanila kutata pted experimentalni infekci Sa/monella Enteritidis, a to jak pfi oralni ¢elenzi, tak
i po Celenzi s vyuzitim modelu ,,seeder bird“. U osidlenych kutat navic klesal podil £. colina 1 az
2 % z celkové mikroflory, signifikantné méné nez u kontrolnich neosidlenych kurat, u kterych se
podil E. coli na celkové mikrofléte pohyboval v desitkach procent. Pfedkladana probioticka smes
je proto velmi vhodna pro pouziti jako probioticky preparat u kutat, ktery u¢inn¢ zlepSuje zdravotni
stav a fyziologické vlastnosti kufat bez nezadoucich vedlejSich ucinkd a omezuje tak potiebu
pouziti antibiotik.
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Ve vyhodném provedeni se probioticka smés sestava z bakterii Bacteroides caecicola CCM 9131,
Bacteroides caecigallinarum CCM 9132, Megasphaera sp. CCM 9129 a Mediterranea sp. CCM
9130. Tyto bakteridlni kmeny jsou uloZeny v Ceské sbirce mikroorganismii (CCM), adresa:
Kamenice 5/budova A25, 625 00 Brno, Czech Republic.

Ptipravek je s vyhodou formulovan pro oralni nebo sprejové podani, a obsahuje tedy kapalny nosi¢
na bazi vody. Kapalnym nosicem muze byt voda, fyziologicky roztok nebo ristové médium pro
baktérie. Ristové médium pro pomnozeni a fermentaci neobsahuje zadné ingredience Zivocisného
puvodl a sestavd se pouze z peptonu ze sojovych bobi (enzymaticky digestat), kyselého
hydrolyzatu s6jovych proteint a kvasnicového extraktu.

Probioticky pfipravek s vyhodou obsahuje alespot 10’ CFU na mililitr tekutého produktu kazdé
ze Ctyf obsazenych baktérii. Pfedmétem piredkladaného technického feSeni je tedy probioticky
pripravek obsahujici baktérie pro pouziti jako probioticky preparat pro 1éCebné ¢i preventivni
zlepsSeni imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti stfevniho traktu dribeze Gallus gallus. ZlepSeni
imunity a/nebo fyziologickych vlastnosti s vyhodou zahrnuje prevenci infekci traviciho traktu
dribeze patogeny, zejména patogeny E. coli a/nebo Salmonella, anebo Proteus vulgaris,
Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens a Clostridium difficile.

Piipravek je mozno podavat jednorazové v jedné jednotkové davce nebo opakované v nékolika
jednotkovych davkach rozlozenych v case. S vyhodou se vSak poprvé podava sprejovanim
v dolihni den pfed transportem nebo sprejovanim kufat pfi tfidéni pied transportem na farmu. Treti
davku je mozné distribuovat kufatiim po naskladnéni na farmu oralng, a to jak pitnou vodou, tak
jako ptimés do krmiva.

Objasnéni vykresu

Obrazek 1. Vyskyt hostitelsky adaptovanych a vSeobecné ptitomnych ¢leni stfevni mikroflory
u ¢loveéka, prasete a dribeze. Horni panel, Seda barva, pocet druhii v daném taxonu, které se
vyskytuji u vice neZ jednoho hostitele. Cernd, $achovnice a §rafovéni, po¢et druhd, které se daného
taxonu vyskytuji pouze u kutete, ¢loveka, resp. prasete. Spodni panel, procentudlni zastoupeni
daného taxonu v mikroflote sedmidennich kutat. Pii vyvoji probiotické smési pro kufata jsme
striktné vybirali z baktérii adaptovanych na kufe.

Obrazek 2. Grafy znazorfiuji pocty salmonel ve slepém stievé kutat 4, 14 a 21 dni po infekci.
U kazdé skupiny je uveden i ve€k kufat ve dnech. S. Enteritidis byla kvantifikovana kultiva¢né
(panel A) nebo pomoci real-time PCR (Panel B). Hvézdi¢kou jsou oznaceny signifikantni rozdily
(t-test, p<0,05), kdy nizsi pocty salmonel byly vzdy zaznamenany u kufat osetfenych probiotickou
smeési.

Obrazek 3. Schopnost probiotické smési zvySovat odolnost kufat pfed spontannim osidlenim
E. coli z prostiedi. Hvézdickou jsou oznaceny signifikantni rozdily (t-test, p<0,05), kdy nizsi pocty
E. coli byly vzdy zaznamenany u kufat oSetfenych probiotickou smési.

Obrazek 4. Vliv podani probiotické smési pitnou vodou po naskladnéni na thyny po celou dobu
vykrmu brojlerai. Cerné étverecky, thyny ve tfech hejnech, ve kterych byla podavéana antibiotika.
Sedé krouzky, Gthyny v hejnech s probiotickou smési. Bilé trojihelniky, (thyny v hejnech bez
antibiotik a bez probiotické smési.

Obrazek 5. Vliv podani probiotik sprejovanim v dolihni na thyny po celou dobu vykrmu brojlerd.
Ctverecky, thyny v hejnu, ve kterém byla podavana antibiotika. Krouzky, thyny v hejnu
osetfeném probiotickou smeési.
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Piiklady uskute¢néni technického feSeni

Priklad 1: Identifikace a izolace vhodnych bakterialnich druhti specifickych pro mikrofloru kurat

Pfi ndvrhu novych probiotik je klicové selektovat z bakteridlnich druht adaptovanych na daného
hostitele a vyhnout se sdilenym druhtim, jejichZ ptivod je nejasny. Pfi navrhu novych probiotik
jsme porovnali bakterialni druhy vyskytujici se u cloveka, prasete a kura domaciho, a zaméfili se
jen druhy, které jsou pfisné hostitelsky adaptované na kute. Porozuméni a plné uvédomeéni si vSech
dasledki této skutecnosti je pro navrh novych generaci probiotik klicové. Baktérie adaptované pro
kute jsme vybirali z Celedi Veillonellaceae, Prevotellaceae a Bacteroidaceae (Obr. 1). Na druhy
z téchto Celedi jsme zaméfili naslednou kultivaci, kterd byla provadéna z obsahti slepych stiev
dospélych slepic nafedénych ve sterilnim fedicim roztoku (0,1 g siran hotecnaty heptahydrat, 0,2 g
monobazicky fosforecnan draselny, 0,2 g chlorid draselny, 1,15 g dibazicky fosfore¢nan sodny,
3,0 g chlorid sodny, 1,0 g thioglykolat sodny, 0,5 g L-cystein, 1000 ml destilovana voda, pH 7,5
pti 25 °C). Jednotliva fedéni byla vyseta na Wilkins-Chalgren (WCHA) agar a inkubace probihala
v anaerobni atmosféfe sestavajici se z 10 % CO», 5 % H> a 85 % N, pti 37 °C po dobu 72 hodin.
Z narostlych kolonii byl alikvot resuspendovan v 1,0 ml BHI bujonu s 10% glycerolem a zamrazen
pti-70 °C pro dalsi pouziti. Z jiného alikvotu byla izolovana DNA, ktera byla vyuzita pro stanoveni
kompletni sekvence bakteridlni DNA a naslednou druhovou identifikaci. Bacteroides
caecigallinarum a Mediterranea sp. patii mezi Gram negativni baktérie ¢eledi Bacteroidaceae.
Kone¢nym produktem jejich metabolismu je acetat, propionat a sukcinat. Bacteroides caecicola
patii mezi Gram negativni baktérie celedi Prevotellaceae a kone¢nym produktem jeho metabolismu
je acetat, propionat a sukcinat. Megasphaera sp. nalezi do celedi Veillonellaceae, ktera
fylogeneticky patti do kmene Firmicutes. Megasphaera sp. je butyrat produkujici baktérie. Se
znalosti celogenomové sekvence byly identifikovany geny specifické pro kazdou z uvedenych
baktérii a na né€ byly zacileny Sybr Green real time PCR pro detekci a kvantifikaci v libovolném
typu vzorki, zejména vsak trusu oSetfenych kurat s vyuzitim nasledujicich specifickych primert:

Cilova baktérie forward primer reverse primer
Bacteroides caecicola tataccatgcacgatgaacc aaataccttcttccctcacg
(SEQID NO. 1) (SEQ ID NO. 2)
Bacteroides caecigallinarum gatgcggtccgtgtaaagtt gtcggcagtgaggaatttgt
(SEQID NO. 3) (SEQID NO. 4)
Megasphaera sp. acgtcaacgaagccgaatac cgacgaccatgaactgaatg
(SEQ ID NO. 5) (SEQ ID NO. 6)
Mediterranea sp. gggcatttccccgtatttat gtatactcgcccaggttcca
(SEQID NO.7) (SEQ ID NO. 8)

Jednotlivé izolované kmeny bakterii byly charakterizovany i dle sekvence genu pro 16S rRNA. Ta
je pro jednotlivé izolaty baktérii pouzivané v dalSich testech nasledujici:

Bacteroides caecicola CCM 9131

ATTTTACAATGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAAC
ACATGCAAGTCGAGGGGCAGCATGTATCTGGCTTGCCAGATACGATGGCGACCGGC
GCACGGGTGAGTAACGCGTATCCAACCTGCCCCGTACACGGGGATAGCCTTCCGAA
AGGGAGATTAATACCCGATGATGTCAGGAGTTCGCATGTAAACCTGACTAAAGTTAT
TACGGTACGGGAGGGGGGTGCGTTCCATTAGGTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACC
TAGCCGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGAC
ACGGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGCCGGGAG
GCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACGGCCCTACGGGTTGTAAACTTCTTTIT
ATGCGGGATTAACGTGAGGTACGTGTACCTTCTTGCAGGTACCGCATGAATAAGCAT
CGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCAGGCGTTATCCGGAT
TTATTGGGTTTAAAGGGAGCGCAGACGGCATGTCAAGTCAGCTGTGAAAGTTCGGGG
CTCAACCTTGGAATTGCAGTTGAAACTGGCGTGCTTGAGTTCGGTCGAGGCAGGCGG
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AATTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACCCCGATTGCGAAGG
CAGCTTGCCAGGCCTGGACTGACGTTGAGGCTCGAAGGTGCGGGTATCGAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCGCACGGTAAACGATGGATACTCGCTGTCGGCGATACAC
GGTCGGCGGCCAAGCGAAAGCGTTAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACG
GTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAA
TTCGATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAACTGTGCCTGACTGCCTCAGAG
ATGGGGCTTCCAGCAATGGCAGGCATGGAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTG
CCGTGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCCTCCCGCCAGTTGCCAT
CAGGTAAAGCTGGGCACTCTGGGGGCACTGCCACCGCAAGGTGTGAGGAAGGTGGG
GATGACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGG
AGGTCACAGAGGGCTGCTACCCGGCGACGGGACGCCAATCCCCAAACCCTCCCTCA
GTACGGACTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGC
ATCAGCCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCC
ATGAAAGCCGGCGGTGCCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGGGCGCCCTAGGGTAAAGC
CGGTGATTGGGGCTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGAAC
AC (SEQ ID NO. 9)

Bacteroides caecigallinarum CCM 9132

ATTTTACAATGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAAC
ACATGCAAGTCGAGGGGCAGCGGGAAGGAAGCTTGCTGAAATTGCCGGCGACCGGC
GCACGGGTGAGTAACGCGTATCCAACCTTCCGTTTACTCAGGGATAGCCTTTCGAAA
GAAAGATTAATACCTGATAGTATGGTAAGATTGCATGATAGTACCATTAAAGATTCA
TCGGTAAACGATGGGGATGCGTTCCATTAGGTAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTA
GCCTACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACAC
GGTCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCGAGCC
TGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGGTTCTATGGATTGTAAACTTCTTTTAT
AAGGGAATAAAGTGCTTTACGTGTAGAGTTTTGTATGTACCTTATGAATAAGCATCG
GCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTT
ATTGGGTTTAAAGGGAGCGTAGACGGGATGTTAAGTCAGCTGTGAAAGTTTGGGGCT
CAACCTTAAAATTGCAGTTGAAACTGGCGTTCTTGAGTGCGGTAGAGGCAGGCGGAA
TTCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCAATTGCGAAGGCA
GCTTGCTGGAGCGTAACTGACGTTGATGCTCGAAAGTGTGGGTATCAAACAGGATTA
GATACCCTGGTAGTCCACACGGTAAACGATGGATACTCGCTGTTGGCGATATACGGT
CAGCGGCCAAGCGAAAGCATTAAGTATCCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTG
AAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTC
GATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTAAATTATGCATGAATGATCTGGAGACA
GATCAGCCGCAAGGCATGTATGAAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCGTG
AGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTTCTGCCAGTTACTAACAGGC
AATGCTGAGGACTCTGGCGGTACTGCCATCGTAAGATGTGAGGAAGGTGGGGATGA
CGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGGTA
CAGAAGGCAGCTTACCGGCGACGGTTGGCCAATCCCGAAAGCCCCTCTCAGTTCGGA
CTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAGCC
ACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGAAAG
CCGGGAGTACCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGAGCGCCCTAGGGTAACACTGGTAAT
TGGGGCTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGAACAC (SEQ ID
NO. 10)

Megasphaera sp. CCM 9129

TATCATGGAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACAT
GCAAGTCGAACGGGAGGACATGGGAAGCTTGCTTCCTATGGACTCTAGTGGCAAAC
GGGTGAGTAACGCGTAAGCAACCTGCCCTCCGGATGGGGACAACAGCTGGAAACGG
CTGCTAATACCGAATACGTTTCCACTGCCGCATGGCAGTGGGAAGAAAGGTGGCCTC
TGAATATGCTACCGCCGGGGGAGGGGCTTGCGTCTGATTAGCTAGTTGGAGGGGTAA
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CGGCCCACCAAGGCGACGATCAGTAGCCGGTCTGAGAGGATGAACGGCCACATTGG
AACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATCTTCCGCAAT
GGGCGAAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGAAGACGGCCTTCGGGTTGTAA
AGCTCTGTTATACGGGACGAACGGCTAGTGTGCCAATACCACATTAGAATGACGGTA
CCGTAAGAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTG
GCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCGCGCAGGCGGTTTCATAAGTCT
GTCTTAAAAGTGCGGGGCTTAACCCCGTGAGGGGACGGAAACTGTGAGACTGGAGT
GTCGGAGAGGAAAGCGGAATTCCTAGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATTAGGAG
GAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTTTCTGGACGACAACTGACGCTGAGGCGCGAAAG
CCAGGGGAGCGAACGGGATTAGATACCCCGGTAGTCCTGGCCGTAAACGATGGATA
CTAGGTGTAGGGGGTATCGACCCCTCCTGTGCCGGAGTTAACGCAATAAGTATCCCG
CCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGCCTTGA
CATTGAGTGCTATCCTCAGAGATGAGGAGTTCTTCTTCGGAAGACGCGAAAACAGGT
GGTGCACGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAG
CGCAACCCCTATCTTCTGTTGCCAGCGCGTCATGGCGGGGACTCAGGAGAGACTGCC
GCAGACAATGCGGAGGAAGGCGGGGATGACGTCAAGTCATCATGCCCCTTATGGCT
TGGGCTACACACGTACTACAATGGCTCTTAATAGAGGGAAGCGAAGGAGCGATCCG
GAGCAAACCCCAAAAACAGAGTCCCAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACCCGCCTGCA
TGAAGCAGGAATCGCTAGTAATCGCAGGTCAGCATACTGCGGTGAATACGTTCCCGG
GCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGAAAGTCATTCACACCCGAAGCCGGTGAG
GTAACCTTACGGAGCCAGCCGTCGAAGGTGGGGGCGATGATTGGGGTGAAGTCGTA
ACAAGGTAGCCGTATCG (SEQ ID NO. 11)

Mediterranea sp. CCM 9130

ACTTTTACAATGAAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATGAACGCTAGCTACAGGCTTAA
CACATGCAAGTCGAGGGGCAGCGGGATTGTAGCAATACAATTGCCGGCGACCGGCG
CACGGGTGAGTAACACGTATCCAACCTTCCGGTTACTCGGGGATAGCCTTTCGAAAG
AAAGATTAATACCCGATAGTATAAGATTTCCGCATGGTTTTCTTATTAAAGATTCATC
GGTAACCGATGGGGATGCGTTCCATTAGATAGTAGGCGGGGTAACGGCCCACCTAGT
CGACGATGGATAGGGGTTCTGAGAGGAAGGTCCCCCACATTGGAACTGAGACACGG
TCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTG
AACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATAC
GGGAATAACATCATCCACGTGTGGGTGTCTGCATGTACCGTATGAATAAGCATCGGC
TAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGATGCGAGCGTTATCCGGATTTAT
TGGGTTTAAAGGGAGCGTAGACGGGTCCTTAAGTCAGTTGTGAAAGTTTGCGGCTCA
ACCGTAAAATTGCAGTTGATACTGGGGACCTTGAGTGCGGCAGAGGCAGGCGGAAT
TCGTGGTGTAGCGGTGAAATGCTTAGATATCACGAAGAACTCCGATTGCGAAGGCAG
CTTGCTGGACCGTAACTGACGTTGATGCTCGAAAGTGCGGGTATCAAACAGGATTAG
ATACCCTGGTAGTCCGCACAGTAAACGATGAATACTCGCTGTTGGCGATATACTGCC
AGCGGCCAAGCGAAAGCGTTAAGTATTCCACCTGGGGAGTACGCCGGCAACGGTGA
AACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGAGGAACATGTGGTTTAATTCG
ATGATACGCGAGGAACCTTACCCGGGCTTGAACTGCAGCGGAATGGCGTGGAAACA
TGTCAGCGAGCAATCGCCGCTGTGGAGGTGCTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGCCG
TGAGGTGTCGGCTTAAGTGCCATAACGAGCGCAACCCTTACCGATAGTTGCCATCAG
GTAACGCTGGGGACTCTATCGGGACTGCCGTCGTAAGATGTGAGGAAGGTGGGGAT
GACGTCAAATCAGCACGGCCCTTACGTCCGGGGCTACACACGTGTTACAATGGGGGG
TACAGCAGGCCGCTACCGGGCGACCGGATGCCAATCCCTAAAACCCCTCTCAGTTCG
GACTGGAGTCTGCAACCCGACTCCACGAAGCTGGATTCGCTAGTAATCGCGCATCAG
CCACGGCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCAAGCCATGAA
AGCCGGGGGTACCTGAAGTGCGTAACCGCAAGGAGCGCCCTAGGGTAAAACTGGTG
ATTGGGGCTAAGTCGTAACAAGGTAGCCGTACCGGAAGGTGCGGCTGGAACACCTC
CTTTCT (SEQ ID NO. 12)
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Priklad 2: Ptiprava probiotické smési

Jednotlivé Cisté kultury vyse uvedenych izolath se skladuji v BHI médiu s 10% glycerolem pfi -
70 °C. Pii pomnozeni se jednotlivé kultury vyseji na WCHA agar a kultivuji se 36 hodin pti 37 °C
v anaerobni atmosféfe. Poté se jednotlivé kultury samostatné resuspenduji v 5 ml BHI média s 10%
glycerolem do ODgoonm = 1, coZ odpovida 1 x 10° CFU/ml. Naésledn& se pétimililitrové objemy
smichaji a rozplni do jednomililitrovych master inokuli. V ptipadé piipravy probiotické smési se
1 ml master inokula pouZije k zaockovani 3 litri kultivacni pidy a inkubuje se anaerobné v médiu
bez zivociSnych proteinti (Pepton ze sojovych bobl (enzymaticky digestat), kysely hydrolyzat
sojového proteinu, kvasnicovy extrakt) pii 37 °C po dobu 24 hodin. Vysledna koncentrace
smésného fermentatu dosahuje hodnot 1 x 10° CFU/ml. Vzhledem k procentudlnimu zastoupeni
jednotlivych baktérii (Tab. 1) se jejich pocty pohybovaly v rozmezi od 3,2 x 107 CFU/ml pro
Bacteroides caecigallinarum az do 4,9 x 10 CFU/ml pro Bacteroides caecicola.

Tabulka 1. Procentualni zastoupeni baktérii probiotické smési po spoleéné fermentaci. Pro
priamyslovou fermentaci je dalezité, aby baktérie ve smési mély podobnou ristovou rychlost.
Kombinace 4 vybranych baktérii tuto podminku splnila. Baktérie byly ve smési zamrazeny jako
master seed pii -70 °C. Jednotlivd master inokula byla pouzita pro zaockovani zivného média a po
24 hodinové fermentaci byly stanoveny poméry jednotlivych baktérii pomoci kvantitativni real
time PCR. Vybrané baktérie rostou podobnou rychlosti a 1ze je s vyhodou kultivovat soucasné.

Bact. Bact.
caecicola  caecigallinarum Mediterranea sp. Megasphaera sp.
Inokulum 61,72 18,35 14,40 5,53
24 hod kultivace poprvé 49,13 3,24 14,91 32,72
24 hod kultivace podruhé 49,40 3,81 25,28 21,50

Priklad 3: Schopnost baktérii z probiotické smési dlouhodobé¢ kolonizovat slepé stievo driibeze po
jednorazové oralni aplikaci

Kurata masné nebo nosné linie se prvni den zivota oraln€ inokulovala v 0,1 ml probiotické smési,
kterd obsahovala minimalné 10" CFU/ml kazdé ze &yt baktérii a tyden po osidleni se stanovilo
zastoupeni probiotickych kultur ve slepém stievé kurat sekvenovanim V3 a V4 variabilni oblasti
genu pro 16S rRNA (Videnska et al., Succession and replacement of bacterial populations in the
caccum of egg laying hens over their whole life. PLoS One 2014;9:e115142) (Tab. 2).
V opakovaném pokusu se kurata nosné linie utratila ve véku 8, 12, 22 a 29 dni (Tab. 3) a bylo
stanoveno slozeni bakterialni mikroflory sekvenovanim V3 a V4 variabilni oblasti genu pro 16S
rRNA.

Tabulka 2. Procentudlni zastoupeni baktérii probiotické smesi po osidleni jednodennich kutat
masného nebo nosného typu. Aby vytipovana probioticka smeés chranila dribez univerzaln¢, ovéfili
jsme koloniza¢ni schopnosti u dvou odlisnych linii, u masné linie Ross a nosné linie ISA Brown.
Jednodenni kutata masné a nosné linie byla oralné osidlena probiotickou smési a jejich pfitomnost
ve slepém stfevé byla stanovena o tyden pozdéji. Probiotickd smés tspésné osidlovala obé
geneticky krajné odlisné linie.

Brojlefi ~ Nosnice

Bacteroides caecicola 9,88 3,57
Bacteroides caecigallinarum 12,55 54,07
Mediterranea sp. 7,69 4,06
Megasphaera sp. 3,21 1,19

Tabulka 3. Procentualni zastoupeni jednotlivych baktérii z probiotické smési ve slepém stieve
kurat. Probiotickd smés byla podana kufatim linie ISA Brown prvni den Zivota a procentualni
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zastoupeni jednotlivych baktérii z probiotické smési na celkové mikroflofe slepého stfeva bylo
stanoveno sekvenovanim ¢asti genu pro 16S rRNA 8., 12., 22. a 29. den Zivota.

Kontrolni kufata Osidlena kurata
Den8 Denl12 Den22 Den29 Den& Den 12 Den?22 Den?29

Bacteroides caecicola 0,024 0,124 0,149 0,234 18,04 12,48 14,08 16,14
Bacteroides

caecigallinarum 0,016 0,11 0,191 0,568 2,95 1844 32,76 28,15
Mediterranea sp. 0,009 0,027 0,037 0,047 4,13 2,53 2,83 3,07
Megasphaera sp. 0,004 0,029 0,051 0,045 1,13 1,97 0,74 1,25
Suma 0,053 0,290 0,428 0,894 26,25 3542 50,41 4861

Piiklad 4: Prikaz nepatogenni povahy baktérii v probiotické smési

Pét kurat bylo prvni den Zivota osidleno probiotickou smési. DalSich 5 neosidlenych kufat bylo
pouzito jako negativni kontrola. Po sedmi dnech byla kurata utracena a byly odebrany vzorky tkané
slepého steva, ze kterych byla izolovana RNA s vyuzitim RNeasy Mini kitu dle instrukei vyrobce
(Qiagen). Ta byla prepsdna do cDNA s vyuzitim oligo(dT) primert. Ziskand cDNA byla vyuzita
pro kvantifikaci exprese genu pro matrix metalloproteinase 7 (MMP7) a avidin (AVD) pomoci
SybrGreen real time PCR, jejichz zvySena exprese by indikovala nezadouci zanétlivou odpovéd
kurat na podavana probiotika. Exprese téchto geni byla normalizovana na primérnou expresi gent
GAPDH, UB a TBP (jak je popsano napt. v PV 2015-753 nebo v publikaci Varmuzova et al.,
Immune protection of chickens conferred by a vaccine consisting of attenuated strains of
Salmonella Enteritidis, Typhimurium and Infantis. Vet Res 2016;47:94). Mezi kontrolni
a osidlenou skupinou nebyl zaznamenan signifikantni rozdil v expresi AVD nebo MMP7. Osidleni
slepého stfeva vysokymi pocty baktérii z probiotické smeési proto nevyvolava zanét ve streve
anema negativni vliv na funkci stievniho traktu (Tab. 4). Probiotickd smés tedy prokazatelné
nevyvolavala negativni zadnétlivou reakci a sestdva se ze skutecné nepatogennich, komensalnich
baktérii.

Tabulka 4. Exprese znakd zanétu (AVD - avidin a MMP7 - matrix metalloproteinase 7) ve slepém
sttevé kontrolnich kutat a kufat osidlenych probiotickou smési. Tabulka ukazuje primérnou
expresi AVD a MMP7 ve slepém stfevé péti osmidennich kufat z kontrolni a péti osmidennich
kurat z experimentalni skupiny po osidleni probiotickou smési prvni den zivota. Osidleni slepého
stieva probiotickou smési nevyvolalo zanétlivou reakci.

Kontrola Probiotika
AVD 17,71£16,27  13,98+9,51
MMP7 0,034+0,034 0,013+0,008

Piiklad S: Schopnost probiotické smési zvySovat odolnost kufat pred experimentalni infekci
Salmonella Enteritidis

Probiotickéd smés byla oraln¢ podéna jednodennim kutattim linie ISA Brown. O tyden pozdéji, tedy
ve v€ku 8 dni, bylo patnact kontrolnich kufat neosidlenych probiotickou smési a 15 kutat
osidlenych probiotickou smési oraln¢ celenzovano divokym kmenem Salmonella Enteritidis
(10"CFU v 0,1 ml). Kdalsim dvéma kontrolnim, resp. osidlenym, skupindm sestavajicim
z 15 kutat bylo pfidano jedno fadné oznaCené kute, které bylo ordln€¢ infikovano Salmonella
Enteritidis (infekce s vyuzitim seeder bird). Kurata byla utracena 4, 14 a 21 dni po ¢elenzi, pficemz
ve skupinach se seeder bird zdstalo toto kuie ve skupiné po celou dobu experimentu a bylo utraceno
az 21. den po infekci. Pocty salmonel byly stanoveny jak kultivacné po desitkovém fedéni obsahu
slepych stfev a vysevu na XLD agar, tak i pomoci Salmonella-
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specifické kvantitativni real-time PCR. Osidleni kufat probiotickou smési snizovalo poéty
salmonel ve slepém stfevé jak po oralni ¢elenzi, tak i ve skupiné kurat infikovanych kontaktem
(seeder bird) (Obr. 2).

Priklad 6: SniZeni zastoupeni E. coli v mikrofléfe slepého stfeva

Jednodenni kurata linie ISA Brown byla prvni den Zivota oraln¢ inokulovana 0,1 ml probiotické
smési, ktera obsahovala 10’7 CFU kazdé ze étyf baktérii. Kufata byla utracena ve v&ku 8, 12, 22
a 29 dni a bylo stanoveno slozeni bakterialni mikroflory ve slepém stfevé sekvenovanim V3 a V4
variabilni oblasti genu pro 16S rRNA (Videnska et al., 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 geni pro 16S rRNA jsme byli schopni stanovit zastoupeni E. coli ve
vySetfenych vzorcich. Zatimco u kontrolnich kutat ve véku 8 a 12 dni tvoftila E. coli 35 a 65 %
z celkové mikrofléry, u kufat osidlenych probiotickou smési tvotila E. coli pouze 1 az 2%
z celkové mikroflory (Obr. 3). Aplikace probiotické smési tedy snizovala procentualni zastoupeni
E. coli zejména v prvnich dvou tydnech zivota. Stejné jako u E. coli, probiotickd smés snizovala
zastoupeni Proteus vulgaris, Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens nebo Clostridium
difficile ve sttevni mikroflofe oSetfenych kurat.

Piiklad 7: Snizeni thynid v komerc¢nich hejnech po oralnim podani probiotické smési kutatim po
naskladnéni na farmu

Kuratim masné linie ve véku jednoho dne byla bezprostfedné po naskladnéni podana probioticka
sm¢és pitnou vodou anebo jako ptimes do krmiva. Jedno hejno se sestavalo z 18 000 kufat a kufata
v kontrolnich hejnech byla v prvnich tfech dnech Zivota oSetfena antibiotiky, anebo ztstala bez
jakéhokoli oSetfeni. Administrace probiotické smeési po naskladnéni kutat vedla ke snizeni thynt
ve srovnani se zcela neosetfenymi hejny, ale nevedla k dosazeni trovné thynt jako v hejnech
osetfenych antibiotiky (Obr. 4).

Priklad 8: SniZeni uhynti v komer¢nich hejnech po sprejové aplikaci probiotické smési kuratim
v dolihni pied naskladnénim na farmu Kufata masné linie byla v dolihni, tedy ve véku niz§im nez
24 hodin zivota, oSetiena sprejovanim probiotickou smeési. Kontrolni kufata nebyla v dolihni
oSetfena a po naskladnéni na farmu jim byla v prvnich tfech dnech zivota podana antibiotika pitnou
vodou. Jedno hejno se sestavalo z 42 000 kufat. Administrace probiotické smési sprejovanim
v dolihni vedla ke sniZzeni tthynli na uroveil srovnatelnou s uhyny v hejnu osetfeném antibiotiky
(Obr. 5). Podani sprejovanim v dolihni vede k ¢asné€jsimu a homogennéjsimu osidleni vSech kutat
v hejnu a je preferovanym zplisobem podani probiotické smési.

Zavery

Probioticka smés ucinn¢ osidluje slepé stfevo kufat od prvniho dne Zivota a po jednorazové
administraci pretrvava ve slepém stfevé minimaln€ do 29. dne Zivota, coz je témef délka Zivota
u masnych typa dribeze ve vykrmu (porazka se obvykle provadi mezi 32. az 35. dnem Zzivota).
Probioticka smés nema zadné negativni Gcinky, po jejim podani nebyly zaznamenany zadné thyny
a nedoslo ani ke stimulaci zanétu ve slepém stieveé. Probiotickd smés naopak chrani kurata pred
infekei baktérii Salmonella Enteritidis a snizuje pocty E. coli, Proteus vulgaris, Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringens nebo Clostridium difficile ve stievni mikroflofe. Proto se da
s vyhodou pouZit jako probioticky preparat u kurat.

-10 -
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NAROKY NA OCHRANU

1. Probioticky pfipravek pro driibez, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako ucinnou slozku smes
bakterii Bacteroides caecicola, Bacteroides caecigallinarum, Megasphaera sp. a Mediterranea sp.

2. Probioticky ptipravek pro dribez podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze obsahuje jako
ucinnou slozku smés bakterii Bacteroides caecicola CCM 9131, Bacteroides caecigallinarum
CCM 9132, Megasphaera sp. CCM 9129 a Mediterranea sp. CCm 9130.

3. Probioticky pfipravek podle narokl 1 nebo 2, vyznacujici se tim, Ze dale obsahuje kapalny
nosic¢ na bazi vody, s vyhodou vybrany ze skupiny voda, fyziologicky roztok nebo ristové médium
pro baktérie sestavajici se z peptonu ze s6jovych bobi, kyselého hydrolyzatu sdjovych proteind
a kvasnicového extraktu a produkti fermentace baktérii probiotické smési.

4. Probioticky ptipravek podle kteréhokoliv z narokd 1 az 3, vyznacujici se tim, Ze obsahuje
107 az 10° CFU kazdé baktérie v jednom mililitru p¥ipravku.

5. Krmivo pro driibez, vyznacujici se tim, Ze obsahuje probioticky piipravek podle kteréhokoliv
z naroku 1 az 4.

6. Probioticky ptipravek podle kteréhokoliv z narokti 1 az 4 ¢i krmivo podle naroku 5 pro pouziti
pro 1écebné ¢i preventivni zlepSeni fyziologickych vlastnosti strevniho traktu driibeze.

7.  Probioticky ptipravek podle kteréhokoliv z narokti 1 az 4 ¢i krmivo podle naroku 5 pro pouziti
pro prevenci infekcei traviciho traktu dribeze patogeny vybranymi ze skupiny E. coli, Salmonella,
Proteus vulgaris, Campylobacter jejuni, Clostridium perfringens a Clostridium difficile.

5 vykrest

J’_
7 stran sekvenci
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Pocty salmonel - kultivace
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Obr. 4
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SEQUENCE LISTING

<110> Vyzkumny ustav veterinarniho lekarstvi, v. v. 1.
<120> Probiotic preparation for poultry

<130> P

<160> 12

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1
<211> 20
<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 1

tataccatgc acgatgaacc
20

<210> 2

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> reverse primer

<400> 2

aaataccttc ttccctcacg
20

<210> 3

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 3

gatgcggtcc gtgtaaagtt
20

<210> 4

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>

-17 -
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<223> reverse primer

<400> 4

gtcggcagtg aggaatttgt
20

<210> 5

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 5

acgtcaacga agccgaatac
20

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> reverse primer

<400> 6

cgacgaccat gaactgaatg
20

<210> 7

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> forward primer

<400> 7

gggcatttcc ccgtatttat
20

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> artificial

<220>
<223> reverse primer

<400> 8
gtatactcgc ccaggttcca
20

-18 -



<210> 9

<211> 1529
<212> DNA
<213>

<400> 9
attttacaat

tgcaagtcga
tgagtaacgc
tacccgatga
ggggtgcgtt
ggttctgaga
gcagcagtga
atgacggccc
ttcttgcagg
cggaggatgc
agtcagctgt
gttcggtcga
accccgattg
tatcgaacag
gcgatacacg
caacggtgaa
attcgatgat
ggggcttcca
aggtgtcggce
gctgggcact
tcagcacggc
gctacccggce
acccgactcc

cgttcccggg

gaagagtttg
ggggcagcat
gtatccaacc
tgtcaggagt
ccattaggta
ggaaggtccc
ggaatattgg
tacgggttgt
taccgcatga
aggcgttatc
gaaagttcgg
ggcaggcgga
cgaaggcagc
gattagatac
gtcggcggcece
actcaaagga
acgcgaggaa
gcaatggcag
ttaagtgcca
ctgggggcac
ccttacgtcc
gacgggacgce
acgaagctgg

ccttgtacac

CZ 35185 U1

Bacteroides caecicola

atcctggcectc
gtatctggct
tgccccecgtac
tcgcatgtaa
gtaggcgggg
ccacattgga
tcaatggccg
aaacttcttt
ataagcatcg
cggatttatt
ggctcaacct
attcgtggtg
ttgccaggcc
cctggtagtce
aagcgaaagc
attgacgggg
ccttacccgg
gcatggaggt
taacgagcgc
tgccaccgceca
ggggctacac
caatccccaa
attcgctagt

accgcccgtce

aggatgaacg
tgccagatac
acggggatag
acctgactaa
taacggccca
actgagacac
ggaggctgaa
tatgcgggat
gctaactccg
gggtttaaag
tggaattgca
tagcggtgaa
tggactgacg
cgcacggtaa
gttaagtatc
gcccgcacaa
gcttgaactg
gctgcatggt
aacccctccc
aggtgtgagg
acgtgttaca
accctccctc
aatcgcgcat

aagccatgaa

-19-

ctagctacag
gatggcgacc
ccttccgaaa
agttattacg
cctagccgac
ggtccaaact
ccagccaagt
taacgtgagg
tgccagcagc
ggagcgcaga
gttgaaactg
atgcttagat
ttgaggctcg
acgatggata
ccacctgggg
gcggaggaac
tgcctgactg
tgtcgtcagce
gccagttgcc
aaggtgggga
atgggaggtc
agtacggact

cagccacggc

agccggcggt

gcttaacaca
ggcgcacggyg
gggagattaa
gtacgggagg
gatggatagg
cctacgggag
agcgtgaagg
tacgtgtacc
cgcggtaata
cggcatgtca
gcgtgcttga
atcacgaaga
aaggtgcggg
ctcgctgtceg
agtacgccgg
atgtggttta
cctcagagat
tcgtgccgtg
atcaggtaaa
tgacgtcaaa
acagagggct
ggagtctgca
gcggtgaata

gcctgaagtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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cgtaaccgca aggggcgccce tagggtaaag ccggtgattg gggctaagtc gtaacaaggt

agccgtaccg gaaggtgcgg ctggaacac

<210>
<211>
<212>
<213>

10
1526
DNA

<400> 10

attttacaat
tgcaagtcga
tgagtaacgc
tacctgatag
gggatgcgtt
ggttctgaga
gcagcagtga
atgaaggttc
gttttgtatg
cggaggatgc
agtcagctgt
gtgcggtaga
actccaattg
tatcaaacag
gcgatatacg
caacggtgaa
attcgatgat
agatcagccg
gtgtcggcett
tgaggactct
agcacggccce

taccggcgac

gaagagtttg
ggggcagcgg
gtatccaacc
tatggtaaga
ccattaggta
ggaaggtccc
ggaatattgg
tatggattgt
taccttatga
gagcgttatc
gaaagtttgg
ggcaggcgga
cgaaggcagc
gattagatac
gtcagcggcc
actcaaagga
acgcgaggaa
caaggcatgt
aagtgccata
ggcggtactg
ttacgtccgg

ggttggccaa

atcctggcectc
gaaggaagct
ttccgtttac
ttgcatgata
gtaggcgggg
ccacattgga
tcaatgggcg
aaacttcttt
ataagcatcg
cggatttatt
ggctcaacct
attcgtggtg
ttgctggagc
cctggtagtc
aagcgaaagc
attgacgggg
ccttacccgg
atgaaggtgc
acgagcgcaa
ccatcgtaag
ggctacacac

tcccgaaagce

Bacteroides caecigallinarum

aggatgaacg
tgctgaaatt
tcagggatag
gtaccattaa
taacggccca
actgagacac
cgagcctgaa
tataagggaa
gctaactccg
gggtttaaag
taaaattgca
tagcggtgaa
gtaactgacg
cacacggtaa
attaagtatc
gcccgcacaa
gcttaaatta
tgcatggttg
cccectttetge
atgtgaggaa
gtgttacaat

ccctectecagt

-20-

ctagctacag
gccggcgacce
cctttcgaaa
agattcatcg
cctagcctac
ggtccaaact
ccagccaagt
taaagtgctt
tgccagcagce
ggagcgtaga
gttgaaactg
atgcttagat
ttgatgctcg
acgatggata
ccacctgggg
gcggaggaac
tgcatgaatg
tcgtcagcetce
cagttactaa
ggtggggatg

ggggggtaca

tcggactgga

gcttaacaca
ggcgcacggyg
gaaagattaa
gtaaacgatg
gatggatagg
cctacgggag
agcgtgaagg
tacgtgtaga
cgcggtaata
cgggatgtta
gcgttcttga
atcacgaaga
aaagtgtggg
ctcgctgttg
agtacgccgg
atgtggttta
atctggagac
gtgccgtgag
caggcaatgc
acgtcaaatc
gaaggcagct

gtctgcaacc

1500

1529

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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cgactccacg
tcccgggect
aaccgcaagg
cgtaccggaa
<210>
<211>

<212>
<213>

11

DNA
<400> 11

tatcatggag
agtcgaacgg
taacgcgtaa
gaatacgttt
ccgggggagy
gatcagtagc
cctacgggag
cgcgtgageg
gtgccaatac
agcagccgcg
cgcaggcggt
aactgtgaga
tagatattag
gcgcgaaagce
ggatactagg
cgcctgggga
cggtggagta
agtgctatcc

gctgtcgtca

1541

aagctggatt
tgtacacacc
agcgccctag

ggtgcggctyg

Megasphaera sp.

agtttgatcc
gaggacatgg
gcaacctgcc
ccactgccgce
ggcttgcgtc
cggtctgaga
gcagcagtgg
aagacggcct
cacattagaa
gtaatacgta
ttcataagtc
ctggagtgtc
gaggaacacc
caggggagcyg
tgtagggggt
gtacggccgce
tgtggtttaa
tcagagatga

gctcgtgtcg

CZ 35185 U1

cgctagtaat cgcgcatcag ccacggcgcg gtgaatacgt

gcccgtcaag ccatgaaagc cgggagtacc tgaagtgcegt

ggtaacactg gtaattgggg ctaagtcgta acaaggtagc

gaacac

tggctcagga
gaagcttgct
ctccggatgg
atggcagtgg
tgattagcta
ggatgaacgg
ggaatcttcc
tcgggttgta
tgacggtacc
ggtggcaagc
tgtcttaaaa
ggagaggaaa
agtggcgaaa
aacgggatta
atcgacccct
aaggctgaaa
ttcgacgcaa
ggagttcttc

tgagatgttg

cgaacgctgg
tcctatggac
ggacaacagc
gaagaaaggt
gttggagggg
ccacattgga
gcaatgggcg
aagctctgtt
gtaagagaaa
gttgtccgga
gtgcggggct
gcggaattcc
gcggctttct
gataccccgg
cctgtgccgg
ctcaaaggaa
cgcgaagaac
ttcggaagac

ggttaagtcc

-21-

cggcgtgctt
tctagtggca
tggaaacggc
ggcctctgaa
taacggccca
actgagacac
aaagcctgac
atacgggacg
gccacggcta
attattgggc
taaccccgtg
tagtgtagcg
ggacgacaac
tagtcctggce
agttaacgca
ttgacggggg
cttaccaagc
gcgaaaacag

cgcaacgagc

aacacatgca
aacgggtgag
tgctaatacc
tatgctaccg
ccaaggcgac
ggtccagact
ggagcaacgc
aacggctagt
actacgtgcc
gtaaagggcg
aggggacgga
gtgaaatgcg
tgacgctgag
cgtaaacgat
ataagtatcc
cccgcacaag
cttgacattg
gtggtgcacg

gcaaccccta

1380

1440

1500

1526

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140



tcttctgttg
ggaaggcggg
caatggctct
cccagttcgg
ggtcagcata
aaagtcattc
ggcgatgatt
<210>
<211>

<212>
<213>

12

DNA
<400> 12

acttttacaa
atgcaagtcg
gagtaacacg
acccgatagt
ggatgcgttc
gttctgagag
cagcagtgag
tgactgccct
gtctgcatgt
ggaggatgcg
gtcagttgtg
tgcggcagag
ctccgattgce
atcaaacagg
cgatatactg
aacggtgaaa

ttcgatgata

1536

ccagcgcegtce
gatgacgtca
taatagaggg
attgcaggct
ctgcggtgaa
acacccgaag

ggggtgaagt

tgaagagttt
aggggcagcg
tatccaacct
ataagatttc
cattagatag
gaaggtcccc
gaatattggt
atgggttgta
accgtatgaa
agcgttatcc
aaagtttgcg
gcaggcggaa
gaaggcagct
attagatacc
ccagcggcca
ctcaaaggaa

cgcgaggaac

CZ 35185 U1

atggcgggga

agtcatcatg
aagcgaagga
gcaacccgcce
tacgttcccg
ccggtgaggt

cgtaacaagg

Mediterranea sp.

gatcctggct
ggattgtagc
tccggttact
cgcatggttt
taggcggggt
cacattggaa
caatgggcga
aacttctttt
taagcatcgg
ggatttattg
gctcaaccgt
ttcgtggtgt
tgctggaccg
ctggtagtcc
agcgaaagcg
ttgacggggg

cttacccggg

ctcaggagag
ccccttatgg
gcgatccgga
tgcatgaagc
ggccttgtac
aaccttacgg

tagccgtatc

caggatgaac
aatacaattg
cggggatagc
tcttattaaa
aacggcccac
ctgagacacg
gagcctgaac
atacgggaat
ctaactccgt
ggtttaaagg
aaaattgcag
agcggtgaaa
taactgacgt
gcacagtaaa
ttaagtattc
cccgcacaag

cttgaactgc

-22-

actgccgcag
cttgggctac
gcaaacccca
aggaatcgct
acaccgcccg
agccagccgt

g9

gctagctaca
ccggcgaccyg
ctttcgaaag
gattcatcgg
ctagtcgacg
gtccaaactc
cagccaagta
aacatcatcc
gccagcagcc
gagcgtagac
ttgatactgg
tgcttagata
tgatgctcga
cgatgaatac
cacctgggga

cggaggaaca

agcggaatgg

acaatgcgga
acacgtacta
aaaacagagt
agtaatcgca

tcacaccacg

cgaaggtggg

ggcttaacac
gcgcacgggt
aaagattaat
taaccgatgg
atggataggg
ctacgggagg
gcgtgaagga
acgtgtgggt
gcggtaatac
gggtccttaa
ggaccttgag
tcacgaagaa
aagtgcgggt
tcgctgttgg
gtacgccggce
tgtggtttaa

cgtggaaaca

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1541

60
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180
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600
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tgtcagcgag
ggtgtcggcet
ctggggactc
cagcacggcc
taccgggcga
ccgactccac
ttccecgggece
taaccgcaag

ccgtaccgga

caatcgccgce
taagtgccat
tatcgggact
cttacgtccg
ccggatgcca
gaagctggat
ttgtacacac
gagcgcccta

aggtgcggct

CZ 35185 U1

tgtggaggtg
aacgagcgca
gccgtcgtaa
gggctacaca
atccctaaaa
tcgctagtaa
cgcccgtcaa
gggtaaaact

ggaacacctc

ctgcatggtt
acccttaccg
gatgtgagga
cgtgttacaa
cccctcetecag
tcgcgcatca
gccatgaaag

ggtgattggg

ctttct

-23-

gtcgtcagct
atagttgcca
aggtggggat
tggggggtac
ttcggactgg
gccacggcgce
ccgggggtac

gctaagtcgt

cgtgccgtga
tcaggtaacg
gacgtcaaat
agcaggccgce
agtctgcaac
ggtgaatacg
ctgaagtgcg

aacaaggtag

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1536



	Bibliographic_Data
	Description
	Claims
	Drawings

