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1. Uvod

Intenzivni selekce v chovech driitbeze vedla k tomu, ze kurata efektivné preménuji zdroje a
energii v potravé na télesnou hmotnost. Hrabava driibez proto v soucasnosti patii mezi
hospodaiska zvifata s nejucinnéjsi konverzi zivin. Bilkoviny dribeziho piivodu jsou navic
vysoce cenény pro své senzorické vlastnosti a relativné nizky obsah tuka. Extrakce zivin
z krmiva a jejich pfeménu na dribezi bilkovinu nebo vejce vyzaduje souhru mezi travenim,
vstfebavanim Zzivin a néslednymi anabolickymi reakcemi vedoucimi k nartistu celkové
hmotnosti. Pfi trdveni a zisku dodate¢né energie ze zdroju, které driibez sama neumi vyuzit,
hraje dualezitou ulohu mikrofléra podél celého traviciho traktu. Ten se u dribeze sestava

z volete, zlaznatého a svalnatého zaludku, a tenkého, slepého a tlustého stieva.

Driibez se v komeréni produkci lihne v ¢istém prostiedi lihni a osidlovani traviciho traktu je tak
z4avislé jen na zdrojich v prostiedi. Vysoka hygienické opatieni v komerc¢nich lihnich ve snaze
zamezit Sifeni patogent vSak snizuji i ,,nabidku* komensalnich baktérii. Disledkem toho je, ze
vylihla kufata jsou kolonizovdana z néhodnych zdroji v prostfedi, s rizn¢ dlouhou a
nedefinovatelnou ¢asovou prodlevou. Pfitom spravna kolonizace celého traviciho traktu
v pocate¢nim obdobi Zivota je zasadni pro odolnost kurat k enterdlnim infekcim. Laboratorni
experimenty jasné ukazuji, ze kutfata mohou byt osidlena ,,dospélou* mikroflérou od prvnich
dnti zivota [1, 2] a pokud je tato mikroflora dostate¢né komplexni, béhem 24 hodin po vylihnuti
navozuje vysokou chranénost kutat pted kolonizaci patogeny se zoonotickym potencidlem jako
je napft. salmonela [3]. Na modelu rozvoje mikroflory slepého stifeva jsme jiz diive prokazali,
Ze nepiitomnost slepice jako zdroje stfevni mikroflory Ize nahradit smési vybranych baktérii
pochézejicich z traviciho traktu dospélych jedincli kura doméciho. Pii téchto experimentech
jsme vSak piekvapiveé pozorovali, zZe laktobacily v tenkém a slepém stfevé nemaji témét zadny
vyznam pro odolnost kufat pfed infekci salmonelami, a moZzné jesté¢ hlie, nami podavané
kultury laktobacilii, pfestoze plivodné pochéazely z traviciho traktu dribeZe, tak se po
experimentalnim podani neuchytily ani v tenkém, ani v tlustém stievé. Proto jsme se zabyvali
schopnostmi laktobacilti osidlit travici trakt driibeze, az jsme zjistili, ze kliCové misto pro

osidleni laktobacily je v ramci celé travici soustavy reprezentovano voletem kufat.



2. Predmét funkéniho vzorku

Cilem ptedkladaného funkéniho vzorku bylo pfipravit a otestovat definovanou smés laktobacili
vyuzitelnych jako probiotika pro aktivni osidleni volat kufat v den vylihnuti. Smyslem tohoto
konani bylo pfipravit preparat, ktery by vedl k okamzité a spravné kolonizaci volete a s tim
spojené spravné funkci volete. Probioticky preparat tedy zvysSuje ptirozenou odolnost kufat viici
infekcim a soucasné umoziuje piednatraveni krmiva ve voleti. Vysledny probioticky preparat

1ze aplikovat oralné, bezprostiedné po vylihnuti prvni den zivota kufat.

3. Vlastni popis funk¢éniho vzorku

Cisté kultury vybranych zastupcti rodu Lactobacillus, tedy Lactobacillus salivarius An63,
Lactobacillus reuteri An769 a Lactobacillus ingluviei An777 byly kultivovany 24 hodin na
WCHA agaru (Wilkins Chalgren Agar, Oxoid) pfi 37 °C v anaerobnim kabinetu v atmosféfe
N2, CO2 a Hz. Po kultivaci byly jednotlivé bakteridlni kulturu smyty z povrchu agaru WCHB
bujonem s 10% glycerolem, 2,5% inulinem a 2,5% trehalézou a ze vSech smyvi byla
ptipravena smés 3 kultur. Smésnd kultura 3 druhti laktobacila byla rozplnéna v objemu 1 ml do

2ml kryozkumavek a zamraZena pfi -80 °C jako master inokula pro dalsi pouziti.

Pted aplikaci probiotické smési byla jedna z kryozkumavek odebrana ze skladovani pti -80 °C,
rozmrazena a 10 pl bylo pouzito pro zaoCkovani 10 ml HiVeg WCHB media (HiMedia). Po
24hodinové fermentaci v anaerobnim prostiedi pii 37 °C byla smésna kultura ptfipravena pro
oralni aplikaci jednodennim kufatim. Ta byla oraln¢ aplikovana jednodennim kufatiim. O tyden
pozdéji byla ve voleti 8 pokusnych a 8 kontrolnich kutat stanovena piitomnost laktobacill

z probiotického preparatu pomoci specifické real time PCR.

3.1. Real time PCR pro pritkaz a kvantifikaci 3 ruznych druhii laktobacilii

Pro specificky priikaz pouZitych kmeni jsme vyuzili skutecnost, Ze z traviciho traktu driibeze
jsme izolovali vice nez 400 riznych bakterialnich druhti a izolatd, které jsme charakterizovali
celogenomovym sekvenovanim. Ziskané sekvence byly anotovany pomoci weboveé dostupné
aplikace RAST. Porovnanim anotovanych sekvenci a z nich protein-kodujicich genii jsme
identifikovali takové geny, které se vyskytly pouze v genomu Lactobacillus salivarius (nebo

Lactobacillus reuteri nebo Lactobacillus ingluviei), a nevyskytly se v genomech Zadného



jiného ze stovek porovnavanych druht. Z téchto gent jsme pro kazdy druh vybrali 3 takové,
které se vyskytovaly uvnitt nejdelSich kontigl a v jejich okoli se nevyskytovaly zadné geny,
které¢ by mohly indikovat nedavny horizontalni pfenos (napt. plazmidy, transpozazy, integrazy,
rekombinazy nebo geny spojené s integrovanymi bakteriofagy). Na takové geny byly navrzeny
dvojice primerti. Pro kazdy druh jsme tedy na pocatku piipravili 3 pary primert na 3 riizna
cilova mista, které byly testovany s cilovou DNA pfislusného bakterialniho druhu pro pozitivni
vysledek, a v§emi nejblize piibuznymi druhy pro negativni vysledek. Ze tii parti primert pro
detekci kazdého druhu laktobacilti pak byl vybran jeden pro dalSi praci a to takovy, ktery

cvwr

hodnotu pii pouziti DNA necilovych druhti (Tab. 1).

Tabulka 1. Primery pro specifcikou detekci a kvantifikaci Lactobacillus salivarius An63,

Lactobacillus reuteri An769 a Lactobacillus ingluviei An777.

DNA Izolat Forward Reverse
Lactobacillus salivarius An63 tcgatgacgttttcggtgta aaaagccgtgttcgacaate
Lactobacillus reuteri An769 gaagcaaagccagctcaaac tcccecggattgtcaaagtag
Lactobacillus ingluviei An777 agtcctccacgaacataccg tgattagtggcaccgtcaaa
Eubakterialni 16S rRNA - tcctacgggaggcageag cgtattaccgcggetgcet

Po selekei specifickych primert byla rutinni real time PCR provadéna ve formatu SybrGreen.
Pro normalizaci na celkovy pocet baktérii ve vzorku byla pouzita PCR s primery
amplifikujicimi ¢ast genu pro 16S rRNA. Po PCR se odectla Ct hodnota amplifikace
jednotlivych druhti laktobacili od Ct hodnoty amplifikace eubakterialni DNA (ACt). Nasledné
se na tento rozdil umocnil zaklad 2 (22Y), vypocetla se prevracena hodnota (1/22<") a vysledek
se vynasobil ¢islem 100 (100 x 1/22¢%). Na zavér se tato hodnota vynasobila koeficientem 6,
ktery predstavoval ptibliznou korekci na pocet kopii genti pro 16S rRNA v bakteridlnich
genomech (ktery jsme pouzivali pro normalizaci) a skutecnosti, ze cilové geny se vyskytovaly
v genomu laktobacilii pouze v jedné kopii. Tim se ziskalo zastoupeni jednotlivych druht

laktobacila v celé bakteridlni populaci v procentech.



3.2. Kontrola specifity vybranych primeru

Vybrané primery byly testovany na specifitu (Tab. 2). Primery umoziovaly amplifikaci jen
pokud byla jako cilovda DNA pouzita DNA z cilového druhu. Primery nevykazovaly zadnou
aktivitu s necilovym druhy rodu Lactobacillus ani s DNA zastupci kmene Bacteroidetes.
V Tab. 2 lze vidét i posun v Ct hodnotach s primery pro 16S rRNA a specifickymi primery pro
dany druh. To je zplisobeno piitomnosti vice kopii genu pro 16S rRNA v genomu baktérii a
tedy i laktobacili. Proto vySe zminiujeme korekci (nasobeni) faktorem 6 pro piesnéjsi
kvantifikaci laktobacili ve vzorcich. U vSech vzorkl byla po provedeni PCR stanovena teplota
tani PCR produktu (melting temperature), ktera pro kazdy specificky produkt musela vykazat

experimentalné stanovenou hodnotu.

Tabulka 2. Testovani specifity primerd. Primery umoznovaly jen amplifikaci s DNA cilového

druhu, coz je vyjadieno nizkymi Ct hodnotami v tabulce. ND — nedetekovano.

Primery specifické pro

DNA 16S L. salivarius L. reuteri L. ingluviei
Lactobacillus salivarius An63 11,255 14,98 ND ND
Lactobacillus reuteri An769 11,665 ND 14,205 ND
Lactobacillus ingluviei An777 10,035 30,69 ND 12,465
Lactobacillus mucosae ET343 13,47 ND ND ND
Lactobacillus aviarius ET345 11,77 31,78 26,6 31,44
Bacteroides caecigallinarum  ET21 9,9 ND ND 26,735
Marseilla massiliensis An824 6,925 32,92 ND ND

3.3. Vliv probiotického preparatu na slozeni mikroflory volete

Jednorazova oralni aplikace probiotického preparatu méla zasadni vliv na osidleni volete kutat
(Obr. 1). VSechny tfi druhy laktobacill z preparatu jsme zachytili u experimentalnich kufat, a
to ve dvou nezavislych experimentech. U kontrolnich kufat jsme vSak v obou pokusech
zachytili ve voleti Lactobacillus salivarius. V piipadé tohoto druhu tak nelze jednoznacéné fici,
zda u experimentalnich kutat doslo k osidleni diky experimentalnimu zasahu anebo z volné
dostupnych zdrojii v prostiedi. U Lactobacillus reuteri a Lactobacillus ingluviei vSak
prokazateln¢ doSlo k dlouhodobé kolonizaci po jednordzové experimentalni aplikaci.
Procentudlni zastoupeni Lactobacillus reuteri a Lactobacillus ingluviei v rozsahu od 10 do 30
% z celkové mikroflory volete pak ukazuje, Ze se nejedna o dil¢i kolonizaci na hranici detekce,

ale Ze tyto baktérie do volete patii a kolonizuji jej trvale a ve velkém rozsahu.



Laktobacily tak 1 nadale povazujeme za nevhodnd probiotika pro osidlovani a manipulaci
s mikroflorou tenkého, slepého a tlustého stteva. Laktobacily vSak Ize uc¢inné vyuzit pro ¢asné

osidleni volete a nasmérovat funkci proximalnich ¢asti traviciho traktu spravnym smérem.

A B

100

% z celkové mikrofléry
% z celkové mikrofléry

® Lactobacillus ingluviei ® Lactobacillus ingluviei

m Lactobacillus reuteri i Lactobacillus reuteri

W Lactobacillus salivarius ® Lactobacillus salivarius

Obr. 1. Zastoupeni testovanych druhu laktobacili ve voleti sedmidennich kurat. Kazdy sloupec ukazuje
slozeni mikrofléry slepého stfeva kontrolnich (Kontrola) a experimentalnich kufat (Lacto). Experiment byl
dvakrat zopakovan (panel A a B) s velmi podobnymi vysledky. Pro L. salivarius nebylo mozné objektivné
rozhodnout o jeho pivodu, protoZe jeho zdroje v prostiedi staji VUVeL jsou zjevné dostateéné. Piivod L. reuteri
a L. ingluviei je vSak jednoznaény a souvisi s podanim ptipraveného probiotického preparatu.

3.4. Souhrn

Vyvinuty probioticky preparat se sestava z 3 rtznych druht rodu Lactobacillus. Jednotlivé
baktérie ucinné kolonizuji vole dribeze po jednorazové aplikaci v den vylihnuti. Protoze
laktobacily jsou soucasti mikroflory volete zdravych kurat, ¢asné nasmérovani rozvoje
mikrofléry volete spravnym smérem zvySuje pohodu zvifat 1 jejich pfirozenou odolnost proti
kolonizaci patogennimi mikroorganismy. Nepublikované vysledky nam ukazuji, ze s ubytkem
laktobacili ve voleti ptibyva Gallibacterium anatis nebo Fusobacterium mortiferum, tedy
oportunné patogennich baktérii. Jejich vyssi zastoupeni je na ukor laktobacilii a miize byt

spojeno se zvysenim pH ve voleti v disledku ubytku laktobacilti.

4. Srovnani ,novosti postupi‘
V chovech driibeze se v soucasnosti pouzivaji nebo testuji probiotické ptipravky odvozené od
baktérii rodu Lactobacillus, které jsou urcené pro osidleni distalnich ¢asti traviciho traktu.

Opakované vsak zjistujeme, ze takovy princip a pfistup u dribeze nefunguje a je nespravny.



Nov¢ vsak ukazujeme, Ze laktobacily i1 po jednordazové aplikaci osidluji volata kufat.
Samoziejmé, Ze je zddouci pro osidleni pouzit druhy a izolaty od driibeze a vyhnout se pouziti

izolatd s nejasnym ptivodem.

Sm¢és laktobacill sestavena v tomto funkéni vzorku 1ze kombinovat s probiotickymi smésmi
pro osidleni distalnich ¢asti traviciho traktu, bud’ do jednoho preparatu anebo do dvou
preparatl jejichz vzéjemna kombinace se nevylucuje a naopak, pfinasi synergicky pozitivni

vysledky.

5. Uplatnéni funk¢éniho vzorku
O preparaty sestavajici se z omezeného poctu baktérii aktivné osidlujici rizné ¢asti traviciho
trakt dritbeZe jiz projevila finské spolecnost OrionPharma, danské spole¢nost Chr. Hansen
nebo francouzskad spolecnost Lallemand. Z ¢eskych firem intenzivné jedname se spole¢nostmi
AceAgro nebo Addicoo. V soucasnosti probihaji jednani o dalSim spole¢ném postupu pii

Vvyvoji preparati pro skutecnou komeréni produkei.

6. Ekonomické aspekty
Laktobacily jsou relativné bézn¢ vyuzivany jako probiotika v produkci dribeze. Jejich ucinek
je v8ak velmi diskutabilni. To je zfejmé zptisobeno mylnym zacilenim na kolonizaci
distalnich ¢asti traviciho traktu. Teprve spravné pochopeni mista G¢inku laktobacilii u dribeze
na vole (a mozna i dal§i kompartmenty, napt. klize) umozni spravné zacilit jejich vyuZiti, coz
povede k ekonomickym benefitim jak u producentl probiotik, tak i u jejich uzivatela.
Z logiky celé véci by bylo Zadouci posunout cely systém do lihni, tak aby byla kutata spravné
osidlena jiz pfed transportem na farmu, tak jak by se stalo, pokud by se kufata byla byvala

vylihla v hnizdé€ v kontaktu se slepici.
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