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1. Uvod

Intenzivni selekce béhem v chovech dribeze poslednich desetileti vedla k tomu, ze kufata
efektivné pfeménuji zdroje a energii v potravé na télesnou hmotnost. Hrabava driibez proto
V soucasnosti patii mezi hospodarska zvifata s nejucinnéjsi konverzi zivin. Bilkoviny driibeziho
puvodu jsou navic vysoce cenény pro své senzorické vlastnosti a relativné nizky obsah tuka.
Extrakce Zivin z krmiva a jejich pfeménu na drubezi bilkovinu nebo vejce vyZaduje souhru
mezi travenim, vstfebavanim zivin a naslednymi anabolickymi reakcemi vedoucimi k nartstu
celkové hmotnosti. Pfi traveni a zisku dodate¢né energie ze zdroji, které¢ driibeZ sama neumi
vyuzit, hraje dtlezitou tlohu stievni mikroflora. Pfitom pravé u hrabavé drubeze je zcela
prerusen kontakt mezi rodi¢i (kvo¢nou) a potomky (vylihlymi kufaty). V komerénich lihnich
vysoké hygienicka opatieni ve snaze zamezit Sifeni patogent snizuji bakteridlni ,,nabidku* v
prostfedi. Dusledkem toho je, Ze vylihla kufata jsou kolonizovana z nahodnych zdroju
v prostiedi. Pfitom spravna kolonizace kuteciho traktu v poc¢ate¢nim obdobi zivota je zasadni
pro odolnost kufat k enterdlnim infekcim. Laboratorni experimenty piitom jasné ukazuji, ze
kufata mohou byt osidlena ,,dospélou‘ mikroflorou od prvnich dnii zivota [1, 2] a pokud je tato
mikroflora dostate¢né komplexni, béhem 24 hodin po vylihnuti navozuje vysokou chranénost
kufat pfed kolonizaci patogeny se zoonotickym potencialem jako je napf. salmonela [3].
Osidlovani nedefinovanymi preparaty vsak ma i své uskali. Pfi téchto experimentech jsme
pozorovali velmi u¢inny pienos baktérii rodu Campylobacter z trusu nosnic na jednodenni
kufata [1]. Rovnéz jsme bézné zaznamenavali niz$i hmotnostni piirtstky u kufat osidlenych
komplexni mikroflérou z trusu dospé€lych nosnic. Z téchto duvodt se hledaji alternativni
opatieni, ktera by zvySovala pfirozenou odolnost dribeze proti infek¢nim chorobam. Jednou
z mozZnosti je aplikace pouze omezeného poctu riznych bakterialnich druhu, které jsou soucasti
ptirozené stievni mikroflory zdravych dospélych jedincti. Pokud by se podafilo takové smési
piipravit, jejich vyuziti v chovech dribeze by vedlo nejen ke sniZzeni vyskytu onemocnéni
traviciho traktu, ale nepfimo i ke snizeni potieby terapeutického uziti antibiotik a tim i ke
snizeni selekce baktérii rezistentnich k jejich ucinku. Proto jsme v této studii otestovali
protektivni vlastnosti definované smési 17 anaerobnich baktérii ptivodem ze slepého stieva

zdravych nosnic.

2. Predmét funkéniho vzorku

Cilem piedkladaného funkéniho vzorku bylo piipravit a otestovat definovanou smés

anaerobnich baktérii vyuzitelnych jako probiotika pro aktivni osidleni kufat v den vylihnuti.
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Smyslem tohoto konéani bylo zvysit pfirozenou odolnost kutat vic¢i infekénim chorobam s
vyuZzitim modelové infekce Salmonella Enteritidis. Vysledny probioticky preparat 1ze aplikovat

ordlné, bezprostfedné po vylihnuti.

3. Vlastni popis funkéniho vzorku
Cisté kultury vybranych anaerobnich baktérii zdstupci kmenti Bacteroidetes a Firmicutes (Tab.
1) byly 3 dny kultivovany na WCHA agaru (Oxoid) v anaerobnim kabinetu v atmosféte N2,
CO2 a Ha. Po kultivaci byly jednotlivé bakterialni kulturu smyty z povrchu agaru
fyziologickym roztokem a na zavér byla pfipravena smés 15 kultur. Ta byla oralné aplikovana
jednodennim kufatim. O tyden pozdé&ji byla ve slepych stievech 6 kutat pokusnych i 6 kufat
kontrolnich stanovena skladba stievni mikroflory a nasledné bylo stejné mnozstvi zvitat z obou
skupin oraln¢ infikovano kmenem Salmonella Enteritidis. Za 4 dny byla vSechna kufata
utracena a byly stanoveny pocty salmonel v tkanich jater a sleziny, a v obsahu slepého stieva.
Obsahy slepych stfev byly odebrany i za Gcelem stanoveni skladby mikroflory sekvenovanim

variabilnich oblasti gent pro 16S rRNA.

druh

kmen

Alistipes senegalensis

Bacteroidetes

Alistipes shahii

Bacteroidetes

Alistipes onderdonkii

Bacteroidetes

Bacteroides clarus

Bacteroidetes

Bacteroides dorei

Bacteroidetes

Bacteroides ovatus

Bacteroidetes

Bacteroides salanitronis

Bacteroidetes

Bacteroides uniformis

Bacteroidetes

Bacteroides xylanisolven

Bacteroidetes

Mediterranea massiliensis

Bacteroidetes

Barnesiella viscericola

Bacteroidetes

Parabacteroides distasonis

Bacteroidetes

Parabacteroides johnsoni

Bacteroidetes

Megamonas hypermegale

Firmicutes

Megasphaera elsdenii

Firmicutes

Tabulka. 1. Druhové slozeni bakterialni smési pouzité k osidleni jednodennich kurat.

Sekvenacni analyza genii pro 16S rRNA

Z obsahu slepych stiev kufat byla izolovana celkova bakteridlni DNA pomoci QIAmp DNA
Stool Mini kitu (Qiagen). Ta byla nasledné pouzita jako templat v PCR pro amplifikaci V3 a
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V4 variabilni oblasti genii pro 16S rRNA s vyuzitim forward primeru se sekvenci 5°-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-MID-

GT-CCTACGGGNGGCWGCAG-3¢ a  reverse primeru  se  sekvenci  5°-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-MID-GT- amplifikujicich tyto geny ve
vSech zndmych baktériich. Sekvenacni reakce probihaly v pfistroji MiSEQ s vyuZitim MiSeq

Reagent kitu v3 (Illumina). Data ziskana po sekvenaci byla zpracovana pomoci software Qiime
[4]. Kvalitou vyhovujici sekvence byly déle klasifikovany do jednotlivych OTU (Operation
Taxonomic Units, taxonomickych operacnich jednotek) na zadklad€ 97% podobnosti. Jednotlivé

OTUs byly identifikovany pomoci databaze RDP Segmatch.

Vliv probiotického preparatu na slozent stievni mikroflory

Jednorazova oralni aplikace probiotického preparatu méla zasadni vliv na globalni skladbu
gastrointestinalniho traktu kufat (Obr. 1). Zatimco v mikroflofe kontrolnich kutrat dominovaly
Gram pozitivni baktérie kmene Firmicutes, ve slepych stievech pokusnych kufat pievladaly
baktérie kmene Bacteroides.
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Obr. 1. Individualni sloZeni mikrofléry na urovni kmeni (phylum) u sedmidennich kurat. Kazdy sloupec
ukazuje sloZeni mikroflory slepého stieva kontrolnich (Kontrola 1 az 6) a experimentalnich kutat (Probio 1 az 6).
Skladba baktérii v testovaném probiotickém preparatu je rovnéz uvedena (sloupec Probio, inokulum). Fialova
barva — Bacteroidetes, zelend barva — Firmicutes, oranZzova barva — Proteobacteria.

Detailni porovnani zastoupeni bakterialnich rodt u kontrolnich a experimentélnich kutat
ukédzalo znac¢né rozdily. S vyjimkou rodu Mediterranea, baktérie pfitomné v testovanem
preparatu uspésné kolonizovaly travici trakt kufat (Obr. 2 a Tab. 1). Ve slepém stievé kufat

Vv experimentalni skupiné dominovaly baktérie rodu Bacteroides, které tvofily vic nez 50%



celkové mikroflory. U kontrolnich kutat se baktérie tohoto rodu téméf nevyskytovaly. Podobné
vysledky byly pozorovéany i pro ostatni baktérie piitomné v testovaném preparatu, které
nélezely mezi rody Alistipes, Barnesiella, Parabacteroides, Megamonas a Megasphaera.
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Obr. 2. Bakterialni rody dominujici v mikrofl6ie slepého stfeva sedmidennich kufat osidlenych
testovanym probiotickymi preparatem. Modra barva — zastoupeni uvedenych rod v mikrofléfe kontrolnich
kurat, ¢ervena — zastoupeni uvedenych roda v mikroflofe kufat osidlenych probiotickym preparatem.

Ve sttevni mikroflote kontrolnich kufat naopak dominovali z&stupci rodu Blautia, Clostridium
IV, Clostridium XIVa, Escherichia/Shigella, Flavonifractor a Ruminococcus2, (Obr. 3). U
kontrolnich kufat tyto baktérie tvofily 78,8 % zcelkové mikroflory, zatimco u kuftat
Vv experimentalni skuping tyto rody tvofily pouze 13,4 % z celkové mikroflory. Inokulace
testovanym preparatem méla proto podstatny vliv na skladbu mikroflory slepého stieva sedmy
den Zivota, tedy v okamziku, kdy byla ¢ast kufat v obou skupinach oraln¢ infikovana S.
Enteritidis.
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Obr. 3. Bakterialni rody dominujici v mikroflére slepého stieva sesdmidennich kontrolnich kuiat. Modra
barva — zastoupeni uvedenych rodi v mikroflofe kontrolnich kufat, éervend — zastoupeni uvedenych rodt
v mikroflote kutat osidlenych probiotickym preparatem.

Ochrana kurat pred infekci Salmonella Enteritidis

Aplikace probiotického preparatu chranila kufata pied infekci plné virulentnim kmenem
Salmonella Enteritidis (Obr. 4). Chranénost kufat kolonizovanych probiotickou smési
anaerobnich bakteérii byla patrna u vsech sledovanych organt. Rozdily v poétech salmonel
kvantifikovanych ve vSech odebranych organech u kufat s probiotickou smési a kontrolni

skupinou dosahly statistické vyznamnosti.

log CFU/g

jatra slezina slepé stievo

Obr. 4. Ochrana kuji‘at probiotickym preparatem aplikovanym oralné pred infekci divokym kmenem S.
Enteritidis. Pokusné skupiné kutat byl podan testovany probioticky preparat prvni den Zivota. Po sedmi dnech
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byla kontrolni i experimentalni kufata oralné infikovana pln¢ virulentnim kmenem S. Enteritidis. Kufata z obou
skupin byla utracena 4 dny po infekci a byly stanoveny poéty salmonel v jatrech, sleziné a slepych stievech. Modré
sloupce - poéty salmonel u experimentalnich kutat osidlenych prvni den Zivota testovanou probiotickou smési,
&ervené sloupce - po¢ty salmonel u kontrolnich kutat. Hvézdicky oznaduji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05)
vzhledem k piislusné kontrole.

ProtoZe rozdily v poétech salmonel ve slepém stievé kontrolnich a experimentalnich kurat
byly relativné nizké, na zavér jsme kultivacni pritkaz salmonel ovéfili stanovenim exprese
EXFABP a MMP7. Mira exprese EXFABP a MMP7 je velmi citlivym znakem zanétu.
Samotné osidleni kufat probiotickou smési neindukovalo zadnou zanétlivou reakei u kutat
utracenych sedm dni po osidleni jesté pred infekci S. Enteritidis (Obr. 5). Signifikantni rozdil
V expresi obou znaki vSak byl zaznamenan po infekei S. Enteritidis. Zatimco kufata osidlena
testovanym probiotickym preparatem nevykazovala Zadné znamky zanétu, u kontrolnich kufat
doslo po infekci k 18nasobnému nartistu exprese EXFABP a 12nasobnému nartistu exprese

MMP7. Nizsi poCty salmonel v disledku predchoziho osidleni probiotickym preparatem tak

vedly i k absenci zanétlivé odpovédi u osidlenych kufat.
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Obr. 5. Exprese EXFABP a MMP7 ve slepém stievé kontrolnich kurat a kurat osidlenych testovanym
probiotickym preparatem. U sedmidennich kufat, tedy pied infekci S. Enteritidis, byla u obou znakl pozorovana
nizka hladina exprese. Po infekci doSlo ke zvySeni exprese EXFABP a MMP7 pouze u kontrolnich neosidlenych
kurat. Kolonizace testovanym probiotickym preparatem sama o sobé tak nemeéla zadné nezadouci u¢inky a naopak

zvySovala odolnost kufat pfed infekci salmonelami.

Souhrn
Vyvinuty probioticky preparat se sestava z 15 raznych baktérii. Jednotlivé baktérie ucinné

kolonizuji travici trakt dribeze po jednorazové aplikaci v den vylihnuti. Experimentalné jsme



prokazali, Ze tento preparat zvySuje asi desetindsobné odolnost kutat pied infekci kmenem

Salmonella Enteritidis a rovnéz G¢inné potlacuje rozvoj zanétu.

4. Srovnani ,,novosti postupi*

V chovech dritbeze se v soucasnosti pouzivaji nebo testuji probiotické piipravky odvozené od
bakteérii rodu Lactobacillus, Enterococcus nebo Bacillus. Z naSich zkuSenosti ale vyplyva, ze
témito bakterialnimi kmeny nelze G¢inné osidlit kutata v prvnich dnech Zivota. Druhou
alternativou jsou produkty kompetitivni exkluze jako je napt. Aviguard od spoleénosti
Lallemand, nebo Broilact od spolecnosti OrionPharma. Oba tyto produkty obsahuji baktérie
schopné kolonizovat travici trakt driibeze a chranit je pfed infekci salmonelami. Problém téchto
produktti v§ak spociva v jejich nedefinovanosti, protoze se pfipravuji anaerobni kultivaci trusu

od zdravych slepic.

Izolace ¢istych bakterialnich kultur, které prokazatelné kolonizuji travici trakt dribeze, a jejich
cilené mixovani do definovanych smési odstrafiuje nevyhody jednoduchych probiotickych
produktti i produkti kompetitivni exkluze. Smés kmeni je od pfipravy jasné definovana,
nemtize obsahovat nezddouci baktérie, viry nebo eukaryotické parazity a je mozné ji opakované

pripravit ve stejné kvalit¢.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku
O preparaty sestavajici se z omezeného poctu baktérii aktivné osidlujici travici trakt drubeze jiz
projevila zajem finska spole¢nost OrionPharma nebo danska spole¢nost Chr. Hansen.
V soucasnosti probihaji jedndni o dal§im spole¢ném vyvoji preparatii ke skute¢né komeréni

produkci.

6. Ekonomicke aspekty
Preparaty na bazi omezeného poctu striktnich anaerobli z traviciho traktu jsme UspéSné
otestovali v ochrané pied infekci salmonelami. Tyto preparaty snizuji také zanétlivou odpoveéd
kufat na infekci salmonelami. ProtoZe vyvinuty preparat vychazi i z principu piirozeného
prenosu stievni mikroflory z kvo¢ny na kufat, 1ze ocekavat daleko SirSi uplatnéni vyvinutého
ptipravku napf. pied infekcemi patogennimi kmeny E. coli nebo Clostridium perfringens a
difficile. Vyvinuty preparat mél rovnéz pozitivni vliv na hmotnostni pfirtistky masnych plemen

driibeze a tak 1ze ocekavat jeho uplatnéni také v chovech brojlera.
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