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1. Uvod
Zdravotni stav zvifat hraje klicovou roli v podminkéch intenzivniho chovu dribeze a je
nezbytnym predpokladem pro vysokou produkci. V souvislosti s tim je patrna snaha o kontrolu
celého vyrobniho procesu od rozmnozovacich chovi pies liheni, odchov, vykrmu a az po
zpracovani na porazce tj. az po okamzik, kdy se potravina dostava ke kone¢nému spotiebiteli.

Jednim ze zplsobi, jak ovlivnit zdravotni stav dritbeze v komer¢ni produkci, a tim i nésledné
kvalitu driitbezich produkti, je poskytnout zvifatim krmivo o optimalnim slozeni. Je Zadouct,
aby cilena modifikace krmnych smési ptispéla ke zlepSeni zdravotniho stavu hejna, G¢innéjsi
konverzi krmiva, vys§i porazkové hmotnosti a v neposledni fad¢ také ke snizeni vstupnich
nakladii na krmiva. Vhodné slozeni krmnych smési miize také v pozitivnim smyslu ovliviiovat
skladbu stfevni mikroflory driibeze.

Mikrofléra traviciho traktu zasadnim zplisobem ovliviiuje chovani svého hostitele. Stievni
mikroflora ovlivituje degradaci soucasti potravy, které hostitel sém nedokdze metabolizovat [1].
Baktérie stfevni mikroflory poskytuji svému hostiteli ristové faktory jako napt. vitaminy nebo
poskytuji sttevnim epitelidlnim buitkam kyselinu méselnou (butyrat), coz je preferovany zdroj
energie [2]. Komplexni stfevni mikroflora omezuje multiplikaci patogennich baktérii [3] a
princip kompetitivni exkluze patogent je v produkci driibeze zndm desitky let [4]. Spravné
osidleni traviciho traktu je dulezité zejména u nejmladsich jedinct po vylihnuti.

V ptipadé komer¢ni produkce dribeze se kutata lihnou bez jakéhokoli kontaktu s dosp&lymi
jedinci a kolonizace jejich traviciho traktu je zcela zavisla na zdrojich z vnéjSiho prostiedi, které
nemusi vZzdy odpovidat optimalnimu slozeni. Ovlivnéni skladby mikrofléry traviciho traktu
kufat s pozitivnim dopadem na jejich zdravotni stav je tak v dribeZzarském primyslu
jednoznacnou prioritou.

2. Predmét funkéniho vzorku
Cilem tohoto funkéniho vzorku bylo stanovit, zda je mozné zménou sloZeni krmnych smési
ovlivnit skladbu stfevni mikroflory kurat.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku

3.1 Skladba krmnych smési
Experimenty byly provedeny s vyuzitim kohoutkti masného hybrida JA757. Kuratim
v pokusnych skupinach byly podavany krmné smési se zvySenym obsahem picnin, a to jetele
plazivého (Trifolium repens) a jilku vytrvalého (Lolium perenne), které byly zkrmovany
kutatim od 26. dne zivota po dobu osmi dnd.
Modifikované krmné smési obsahovaly:

- 30 % suSeného jetele plazivého

- 60 % suSeného jetele plazivého

- 25 % suSeného jilku vytrvalého

- 55 9% susen¢ho jilku vytrvalého
Kontrolni kufata byla krmena komercni krmnou smési. VSechny krmné smési spliovaly
pozadavky na stejny a dostatecny obsah zakladnich Zivin. Ve véku 34 dnii byla kufata utracena
a od kazdého zvifete byl odebran obsah slepého stieva, ktery byl zamraZen pti -20°C. Zachdzeni
se zvitaty bylo provadéno v souladu s ¢eskou legislativou podle zdkona ¢. 246/1992 o Ochrané
zvirat a welfare.

3.2 Sekvenacni analyza genit pro 16S rRNA



Vzorky obsahu slepého stfeva byly homogenizovany a nasledné€ z nich byla extrahovana DNA
pomoci QIAmp DNA Stool Mini kitu (Qiagen). DNA byla pouzita jako templat v PCR
s forward primery se sekvenci 5‘-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-MID-
GT-CCTACGGGNGGCWGCAG-3¢ a reverse primery se sekvenci 5¢-
GICTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-MID-GT-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3¢. Sekvence oznacené kurzivou slouzily jako adaptér pro
ligaci, zatimco podtrzené sekvence umoznily amplifikaci variabilni oblasti V3/V4 genti pro
bakterialnil6S rRNA. Sekvence oznacené jako ,,MID* o délce 5, 6, 7, 9 a 12 bp byly pouzity
k rozliSeni jednotlivych analyzovanych vzorki. PCR amplifikace a nasledné ptecisténi byly
provedeny pomoci KAPA Taq HotStart PCR kitu (Kapa Biosystems). Nasledné bylo vzdy 14
PCR produktt s rozdilnymi ,,MID* sekvencemi oznaceno riiznymi oligonukleotidovymi indexy
pomoci Nextera XT Index kitu (Illumina) a koncentrace kazdé takto pfipravené smesi byla
kvantifikovana pomoci KAPA LibraryQuantification Complete Kit (Kapa Biosystems).
Vsechny vzorky byly nafedény na koncentraci 4 ng/pl, smichany, a poté byla ke smési pfidana
kontrolni DNA PhiX do vysledné koncentrace 20 %. Sekvenacni reakce probihaly v pfistroji
MiSEQ s vyuzitim MiSeq Reagent kitu v3 (Illumina).

Data ziskana po sekvenaci byla zpracovana pomoci software Qiime [5]. Kvalitou vyhovujici
sekvence byly dale klasifikovany do jednotlivych OTU (Operation Taxonomic Units,
taxonomickych opera¢nich jednotek) na zakladé¢ 97% podobnosti. Jednotlivée OTUs byly
identifikovany pomoci databdze RDP Seqmatch a dale zpracovany pomoci UniFrac analyzy
[6]. U kazdého vzorku stfevniho obsahu bylo vypocteno procentualni zastoupeni rodu, piipadné
celedé, v populaci, které bylo porovnadno pomoci Studentova t-testu mezi skupinami zvifat
krmenych modifikovanym krmivem a kontrolni skupinou.

3.3 Vliv pridavku picnin na slozeni stievni mikroflory

Vliv ptidavku picnin na sloZeni stfevni mikroflory mél piekvapivé relativné maly vliv na
globalni skladbu stfevni mikroflory, a to i1 pies neobvykle vysoké podily picnin v krmné smési.
PCoA analyza ukézala, ze po pfidavku jetele plazivého doSlo k vyrazné zméné ve skladbé
sttevni mikroflory pouze u tii kufat z 6 testovanych. Po ptidavku jilku vytrvalého dokonce
doslo k vyrazné zméné ve skladbé sttevni mikroflory pouze u jednoho kufete z 6 testovanych
(Obr. 1).
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Obr. 1. PCoA analyza skladby stievni mikroflory kuiat v zavislosti na sloZzeni krmné smési. Cervené body
reprezentuji kurata z kontrolni skupiny bez pfidavku picnin. Odstiny zelené predstavuji kufata, kterym byla
podavana krmna smés obohacend o jetel plazivy, pfi¢emz svétlejsi barva piedstavuje kufata, kterym byla krmna
smés obohacena o men$i mnozstvi jetele. Tmaveé zelend predstavuje kufata, kterym byla podavana krmna smeés
s vy$§im obsahem jetele. Odstiny modré reprezentuji kutata, kterym byla podavana krmna smés obohacena o jilek
vytrvaly, pfiCemz svétlejsi barva predstavuje kurata, kterym byla krmna smés obohacena o mensi mnozstvi jilku.
Tmave zelend reprezentuje kufata, kterym byla podavana krmna smés s vy$§im obsahem jilku.



Pfestoze obohaceni krmnych smési o picniny nevedlo ke globalnim zménam ve skladbé strevni
mikroflory (Obr. 1), na urovni celedi, rodi nebo druhli, bylo mozno identifikovat nékolik
taxoni, u kterych doslo k signifikantnim zménam. Mikrobialni slozeni obsahu slepého stifeva
34dennich kurat ve vSech skupinach tvotili predevsim zastupci ¢eledi Ruminococcaceae (30 az
35 %) a Lachnospiraceae (24 az 34 %). Zastupci Celedi Bacteroidaceae tvoiili tieti nejcetnéjsi
celed’ ve vSech vzorcich a v mens$i mife byli detekovani i zastupci ¢eledi Rikenellaceae. Mezi
1 az 3 % z celkové populace se v mikroflofe slepého stieva 34dennich kutat vyskytovali i
zastupci Celedi Lactobacillaceae a Helicobacteriaceae (Obr. 2). VSechny ostatni celedé pak
tvotily méné nez jedno procento z celkového podilu detekovanych zastupcti.

Pridavek jetele plazivého zvysil v mikrobialni populaci slepého stieva zastoupeni celedi
Bacteroidaceae oproti kontrole o vice nez 7 %. Ptidavek jilku vytrvalého zvysil v mikrobialni
populaci slepého stteva zastoupeni Celedi Lachnospiraceae oproti kontrolni skupiné témeét o 10
% (Obr. 2). Procentudlni zastoupeni vSech dalSich nejcetnéji zastoupenych celedi bylo po
pridavku picnin v krmivu sniZeno.
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Obr. 2. Zakladni mikrobiilni sloZeni obsahu slepého stieva 34dennich kufat. V tomto obrazku byly
zpramérovany vysledky od vSech kurat, kterym byla zkrmovana krmna smés obohacena o picniny bez ohledu na
procentudlni zastoupeni jetele resp. jilku v testovanych krmnych smésich.

Vliv ptitomnosti picnin v krmivu na skladbu sttevni mikroflory kufat byl sledovan 1 na Grovni
rodl. Rod Alistipes, ktery u kontrolni skupiny piedstavoval témét 9 % z celkové populace
slepého stieva, vykazoval po ptidavku 30 % jetele plazivého a 25 % jilku vytrvalého pokles
(Obr. 3). ZvySeni podilu obou picnin vkrmnych smésich vedl k dalSimu poklesu
procentudlniho zastoupeni rodu Alistipes v mikrobialnim spolecenstvi stieva, a to na 3,4 % u
skupiny kutat krmené smési s 60 % jetele plazivého a 5,5 % u skupiny kufat krmené smési s 55
% jilku vytrvalého. Obdobny trend byl zaznamenan i1 u dalSich bakterialnich rodt, naptiklad
Escherichia, Vampirovibrio, Parasutterella, Akkermansia nebo Pseudoflavonifractor. Ptidavek
picnin do krmné smési rovnéz snizil procentualni zastoupeni bakterialnich rodu Lactobacillus
a Bifidabacterium, pticemz vétsi pokles byl zaznamenan u skupin kufat krmenych
modifikovanymi smésmi s 60 % jetele plazivého a 25 % jilku vytrvalého.
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Obr. 3. Vliv sloZeni krmné smési na zastoupeni zastupi vybranych rodi v mikroflore slepého stieva kurat.
Zastupci rodu Alistipes, Lactobacillus, Bifidobacterium nebo Escherichia reagovaly na obohaceni krmné smési o
picniny snizenim svého zastoupeni v mikrofléfe slepého stieva kufat.

U zastupct nékterych rodi doSlo po obohaceni krmnych smési o picniny ke zvySeni jejich
zastoupeni v mikrofléfe slepého stfeva. Obohaceni krmné smési o 60% podil jetele plazivého
vedlo ke zvySeni zastoupeni rodu Bacteroides 10 % v kontrolni skupiné na 14 % (Obr. 4).
Téméi dvojnasobny nartst podilu rodu Bacteroides v bakterialni populaci slepého stifeva byl
zaznamenan u skupiny kufat krmenych smési s 25 % jilku vytrvalého a krmna smés s 55 %
obsahu jilku vytrvalého zplsobila navySeni zastoupeni baktérii rodu Bacteroides o dalsi 3%. U
zastupct Celedi Lachnospiraceae byl pozorovan jejich narist ve stievé kurat krmenych smési
obohacenou o jetel plazivy. Narust zastupcu celedi Lachnospiraceae byl pozorovan i po
obohaceni krmné smési o 25 % jilku vytrvalého, pfestoZe procentudlni zastoupeni této skupiny
baktérii ve skupiné kutfat krmenych krmivem s 55 % suSeného jilku vytrvalého se vyrazné
nelisilo od kontrolni skupiny (Obr. 4).
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Obr. 4. Vliv sloZeni krmné smési na zastoupeni zastupd vybranych rodi v mikroflore slepého stieva kurat.
Zastupci rodu Bacteroides a rodu v rdmci Celedi Lachnospiraceae reagovali na obohaceni krmné smési o picniny
naristem svého zastoupeni v mikroflote slepého stieva kufat.



Posledni srovnani jsme provedli na tirovni OTU (Operational Taxonomical Units, Pracovni
taxonomické jednotky), coz voln¢ odpovida bakteridlnim druhtim. Obohaceni krmnych smési
o picniny vedlo ke zvySenému zastoupeni Bacteroides sp. nebo Anaerostipes sp., a naopak ke
snizeni vyskytu Akkermansia sp. nebo Helicobacter sp. (Obr. 5).
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Obr. 5. Vliv sloZeni krmné smési na zastoupeni vybranych druhi (OTU) v mikrofléte slepého stireva
kufat. Zastupci druhti Bacteroides sp. nebo Anaerostipes sp. reagovali na obohaceni krmné smési o picniny
nartstem svého zastoupeni v mikrofloie slepého stteva kutat. ZvySeny podil picnin v krmnych smésich naopak
vedl ke snizeni vyskytu Akkermansia sp. nebo Helicobacter sp.
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4. Srovnani ,novosti postupi‘
Popsané zmény ve skladbé mikrobidlni populace stfeva driibeze potvrzuji souvislosti
s modifikacemi krmnych smési poddvanych masnému typu kura doméciho a slozenim
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mikrofléry slepého stfeva. Obohaceni o picniny vedlo ke sniZzeni zastupct rodu Escherichia,
mezi kterymi se mohou nachazet patogenni klony. Zastupci rodu Escherichia jsou rovnéz bézné
rezistentni k antibiotikiim a slouZzi jako rezervoar gent pro rezistence pro dal$i gramnegativni
patogeny jako je napf. salmonela. Picniny pouzité jako modelovy krmny dopln€k s vysokou
pravdépodobnosti fungovaly zejména jako obohaceni o nestravitelné polysacharidy rostlinného
puvodu. To miliZze souviset s nariistem zastupct rodu Bacteroides. Podobny nartist zastupct
rodu Parabacteroides jsme pozorovali v na$i ptedchozi praci u prasnic ustdjenych na
podestylce tvofené slamou [7]. Zastupci rodu Bacteroides jsou typicti pro mikrofloru dospélych
slepic [8]. U kurat po vylihnuti se vSak nevyskytuji, piestoze travici trakt kufete po vylihnuti
osidlit dokazi [9]. Obohaceni krmné smési o picniny jako je jetel nebo jilek tak pozitivné
ovliviiuje a urychluje rozvoj stfevni mikrofléry u kutat v komercni produkci.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku
Slozenim krmnych smési 1ze ovlivnit skladbu stfevni mikroflory kurat ve velkokapacitnich
chovech. Pfidavkem picnin lze snizit podil Enterobacteriaceae nebo Helicobacter a navysit
podil zastupcti mikroflory, ktefi jsou typicti pro dospélé slepice. Tento funkcni vzorek vede
k prokdzanému vztahu mezi konkrétnim zpiisobem modifikace krmnych smési a potlacenim
¢i obohacenim stievni mikroflory piesné definovanymi zastupci. Tyto vystupy najdou
uplatnéni ve formulaci krmiv pro masné typy kura domaciho a obecné v kontrole a prevenci
zdravotniho stavu v komer¢nich chovech driibeze.

6. Ekonomické aspekty
Optimalni sloZzeni krmnych smési ovlivituje zdravotni stav dribeze. Z dalSich experimenti
vime, Ze zvySeny podil zastupcl rodu Bacteroides ve sttevni mikroflore ¢asteCné zvySuje
odolnost driibeze pted systémovou infekci salmonelami. Zastupci rodu Bacteroides jsou
rovnéZ klicovymi reprezentanty v komercénim ptipravku Aviguard. Modifikace krmnych
smési o picniny tak mize snizit vyskyt Helicobacter sp., patogennich E. coli nebo salmonel,
coz povede ke zvySeni ekonomické rentability v chovech driibeze. V kone¢ném disledku to

wevr

potravinam Zivocisného ptiivodu pro spotiebitele.
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