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SOUHRN

Vlasatikova L., Zeman M., Crhanovd M., Matiasovicova J., Karasovd D., Faldynova M., Prikrylovad H.,
Sebkova A., Rychlik I.:

Kolonizace kufat produkty kompetitivni exkluze vede k podstatnym zménam v obsahu biologic-
ky aktivnich latek v traveniné slepého streva. Veterinarstvi 2024;74(4):216-220.

Cilem této prace bylo porovnat slozeni metabolitl v traveniné slepého stfeva kurat s odliSnym mikro-
bidlnim osidlenim. Kurata byla osidlena komer¢né dostupnym produktem kompetitivni exkluze nebo
vlastni smési sestavajici se z 23 anaerobnich bakterii stfevni mikrofléry. Mezi jednotlivymi skupinami
vcetné neosidlenych kontrolnich kufat byly zaznamenany rozsahlé rozdily. Celkem jsme zachytili
1706 raznych metabolit(, ze kterych bylo 485 odlisné zastoupeno u kurat osidlenych komerénim produk-
tem a 279 u kufat osidlenych vlastni smési ve srovnani s kontrolnimi kuraty. Sojasaponiny, betain, karnitin,
glutamat, tyramin, fenylacetaldehyd nebo 3-metyladenin se ve zvysené mife vyskytovaly v trdveniné
kontrolnich kurat. Naopak 4-oxododekandiova kyselina, nukleotidy, dipeptidy, aminokyseliny (s vyjimkou
glutamatu) a vitaminy byly obohaceny v traveniné kufat osidlenych produkty kompetitivni exkluze.
Kli¢ova slova: kure, slepé stievo, metabolom, stfevni mikrofléra, kompetitivni exkluze

SUMMARY

Vlasatikova L., Zeman M., Crhanovd M., Matiasovicova J., Karasovd D., Faldynovd M., Pfikrylovd H.,
Sebkova A., Rychlik |.: Colonization of chickens with competitive exclusion products results in
extensive differences in metabolite composition in caecal digesta. Veterinarstvi 2024;74(4):216-220.
The aim of the study was to compare metabolites in the caecal digesta of differently colonized chickens.
Chickens were treated with a commercial competitive exclusion product or with an experimental product
consisting of 23 gut anaerobes. Extensive differences in metabolite composition in the digesta of chic-
kens, in comparison to non-inoculate controls, were recorded. Out of 1706 detected compounds, 495 and
279 were differently abundant in the chicks treated with a commercial or experimental competitive
exclusion product in comparison to the control group, respectively. Soyasaponins, betaine, carnitine,
glutamate, tyramine, phenylacetaldehyde or 3-methyladenine were more abundant in the digesta of
control chicks while 4-oxododecanedioic acid, nucleotides, dipeptides, amino acids (except for glutama-
te) and vitamins were enriched in the digesta of chickens colonized by competitive exclusion products.

Keywords: chicken, caecum, metabolome, microbiota, competitive exclusion

Uvod

Komplexni bakteridlni smési sestavené z bakterii
traviciho traktu kurat nebo komercni produkty
obsahujici nedefinovanou mikrofléru dospélych
slepic u¢inné chrani kurata pred infekci salmonela-
mi'. Ve skute¢nosti ale neni jasné, na jakém princi-
pu je tento fenomén zalozen, protoze napfiklad
imunitni odpovéd kurat na podani produktd kom-

petitivni exkluze je minimalni. Jedno z moznych
vysvétleni je, Ze metabolity uvolnéné bakteriemi
strevni mikrofléry mohou ovlivnit chovani patoge-
nU. Bylo naptiklad prokazano, Ze kyselina maselna
(butyrat), coz je bézny produkt anaerobni fermen-
tace mnoha bakterii traviciho traktu, potlacuje
expresi genl, které jsou spojené s virulenci
Salmonella.?
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Podobné isoflavony pochazejici ze soéji zlepsuji pro-
dukéni parametry dribeze po infekci virem infekéni
bursitidy®. Metabolity produkované komplexni mikro-
florou tedy mohou ucinkovat pfimo proti patogennim
mikroorganismim.

Protoze je mozné experimentdlné osidlit jednodenni
kurata libovolnou mikroflérou véetné té, ktera se vysky-
tuje u dospélych slepic?, vyuzili jsme tuto skutecnost
a porovnali jsme slozeni malych organickych molekul,
tedy metabolom, v traveniné slepého stfeva odlisné
osidlenych kurat. Smyslem bylo porovnat metabolity
v traveniné kurat osidlenych vlastni definovanou smési,
kurat osidlenych komer¢nim produktem kompetitivni
exkluze, a to ve srovnani s kontrolnimi kuraty bez jaké-
hokoli experimentalniho osidleni. Tato znalost by mohla
byt vyuzita pro cilené obohacovani traveniny o zadouci
metabolity, a to podavanim vhodnych probiotickych
preparatl nebo preparatd kompetitivni exkluze v kom-
binaci se slozenim krmnych smési.

Material a metody
Kurata a bakterialni preparaty

Experiment byl proveden na 3 skupinach ISA Brown
kurat, kdy se kazda skupina sestdvala z 5 kurat.

Kurata ve dvou experimentalnich skupinach byla prvni
den zivota ordlné inokulovana produktem AVIGUARD
nebo smési 23 anaerobnich bakterii pochazejicich z travi-
ciho traktu kurat. Smés anaerobnich bakterii se sestavala
z Bacteroides barnesiae, Bacteroides caecicola, Bacteroides
caecigallinarum, Bacteroides coprophilus, Bacteroides galli-
naceum, Bacteroides mediterraneensis, Bacteroides plebei-
us, Bacteroides salanitronis, Mediterranea massiliensis,
Barnesiella viscericola, Bifidobacterium saeculare,
Cloacibacillus porcorum, Desulfovibrio piger, Marseilla
massiliensis, Megamonas funiformis, Megamonas hyper-
megale, Megasphaera hexanoica, Olsenella uli,
Parasutterella secunda, Phascolarctobacterium faecium,
Succinatimonas hippei, Sutterella faecalis a Veillonella
magna. Kurata v kontrolni skupiné zistala bez jakéhokoli
aktivniho osidleni. Osmy den zivota byla kurata utracena,
a byl odebran a zamrazen obsah slepého stieva na stano-
veni metabolitl v traveniné.

Extrakce metabolitl z traveniny
slepého streva

Sto miligramu traveniny bylo smichano s 300 ul rozto-
ku metanol/voda v poméru 4 : 1 (v/v). Smés byla promi-
chavana 30 min. pfi 4 °C a po centrifugaci pfi 16 000x g
po dobu 15 min. se supernatant prenesl do nové zku-
mavky. Po dalsi inkubaci 15 min pfi -20 °C byly centrifu-
gaci odstranény zbylé precipitované proteiny.
Supernatant byl odparen ve vakuu, sediment byl rozpus-
tén v 50 yL smési metanol/voda/acetonitril (1 : 1 : 2)
a 2 pl roztoku byly naneseny na chromatografickou
kolonu. Parametry chromatografické separace a nasled-
né hmotnostni spektrometrie jsou detailné popsany
v plvodni volné dostupné praci®.
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Statisticka analyza

Namérend data byla porovnana analyzou rozptyla
s Tuckeyho post hoc testem. Srovnani s p < 0,05 byla
povazovana za signifikantné rozdilna.

Vysledky
Metabolity v traveniné slepého stfeva kurat
Celkem jsme zachytili 1706 raznych metabolit. Pouze
u 98 z nich jsme vsak byli schopni pfifadit znamé che-
mické nazvoslovi. Zbylé molekuly tak zlstaly identifiko-
vany jen svymi hmotnostné spektrometrickymi parame-
try. Celkem 609 molekul (35,7 % ze vSsech 1706 detekova-
nych molekul) bylo signifikantné odlisné zastoupeno
v trdveniné experimentalnich a kontrolnich kurat. V tra-
veniné kurat osetfenych produktem AVIGUARD bylo
204 molekul ve vyssim a 291 v nizsim zastoupeni nez
u kontrolnich kurat. V traveniné kurat osidlenych defino-
vanou anaerobni smési jsme pak detekovali 157 meta-
bolitd ve vyssim zastoupeni a 122 v nizsim zastoupeni
nez u kontrol.

Odlisné zastoupené molekuly se
znamym chemickym nazvoslovim

Pouze 58 odlisSné zastoupenym molekuldm bylo
mozné pfrifadit zndmé chemické nazvy. Mezi takové
molekuly pattily zejména nukleotidy, aminokyseliny,
lipidy, vitaminy a nékteré molekuly rostlinného ptvodu.

Jediny derivat nukleotid(, ktery se vyskytoval signifi-
kantné vice v traveniné kontrolnich kurat, byl 3-methy-
ladenin. Ostatni derivaty nukleotidd byly zastoupeny
vice u jedné nebo obou skupin experimentalnich
kurat. Guanin a xanthin byly obohaceny v traveniné
obou experimentdlnich skupin, hypoxanthin, adeno-
sin, cytidin a cytosin u kufat osetfenych produktem
AVIGUARD, a adenine a deoxyadenosin byly obohace-
ny v traveniné kurat osidlenych definovanou smési
anaerobu (obr. 1).

Glutamat, acetyl-lysin, tyramin a fenylacetaldehyd
dominovaly v traveniné kontrolnich kurat a byly signifi-
kantné méné zastoupeny v obsahu slepych stiev obou
experimentalnich skupin. Ostatni aminokyseliny a jejich
degradacni produkty jako napf. prolin, isoleucin, tyrosin,
kynurenat a metylimidazoloctova kyselina byly oboha-
ceny v traveniné obou skupin experimentdlnich kurat.
Histidin, prolinamid a citrulin dominovaly v traveniné
kurat osetfenych produktem AVIGUARD a tryptofan,
metionin a metionin sulfoxid byly ve zvysené mire
zastoupeny u kurat osidlenych definovanou smési anae-
robl (obr. 1).

Tri rdzné fosfolipidy, sfingosin a 4-oxododecanediova
kyselina predstavovaly metabolity lipidové povahy, které
se ve zvysené mire vyskytovaly v traveniné obou experi-
mentalné osidlenych skupin (obr. 1).

Odlisné osidleni kufat ovlivnilo i mnozstvi vitaminG
a kofaktorll v traveniné. Pyridoxat a nikotinamid byly
signifikantné obohaceny v trdveniné kurat osidlenych
definovanou smési anaerob(. Na druhou stranu, panto-
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Obr. 1 - Zastoupeni metabolitti se zndmym chemickym ndzvoslovim v trdveniné slepého streva kurat. CTRL — kontrolni kurfata, AVI -
kurata osidlend bakteriemi z produktu AVIGUARD; ANA kurata osidlend smési definovanych stievnich anaerobnich bakterii. Modrd
barva znamend nizké zastoupeni dané molekuly v trdveniné. Cervenohnédd barva — molekuly s vysokym zastoupenim v trdveniné
slepého streva kurat. Bild barva — molekuly a metabolity s primérnym zastoupenim v trdveniné slepého streva. * - signifikantné
odlisné zastoupeni od mnoZstvi v trdveniné kontrolnich kurat. # — metabolity se zkrdcenym ndzvem v obrdzku. PIny ndzev je
SINAPOYLCHOLINE ETHER: Guaiasylglycerol-B-Sinapoylcholin Ether, TERPEN LACTONE: (4r)-3-Methylidene-4-[(E)-3-Methyl-4-(4-Methyl-
5-Oxooxolan-2-Yl)But-2-Enyl]Oxolan-2-One, PHOSPHOCHOLINE_ 1: 1-(9z-Octadecenoyl)-Sn-Glycero-3-Phosphocholine,
PHOSPHOCHOLINE_2: 1-Stearoyl-2-Hydroxy-Sn-Glycero-3-Phosphocholine, PHOSPHOCHOLINE_3: 1-Hexadecanoyl-2-

Octadecadienoyl-Sn-Glycero-3-Phosphocholine.

tenat by signifikantné nejméné zastoupen v traveniné
kurat osidlenych definovanou smési anaerobt a dihyd-
robiopterin byl nejméné zastoupen v tradveniné kurat
osidlenych produktem AVIGUARD (obr. 1).

Kolonizace kurat striktné anaerobnimi bakteriemi
ovlivnila i zastoupeni biologicky aktivnich latek rostlin-
ného plvodu. Betain, kafeoyl putrescin, karnitin, deoxy-
karnitin, sojasaponin Ba a sojasaponin | se ve zvysené
mife vyskytovaly v traveniné kontrolnich kurat. Feruloyl
agmatin, feruloyl putrescin, propionyl karnitin, genis-
tein, glycitein, daidzein a solanin se v nejvyssim mnoz-
stvi vyskytovaly v trdveniné kurat osidlenych definova-
nou smési anaerobt (obr. 1).

Diskuse

Osidleni kurat bakteriemi, které jsou charakteristické
pro dospélé slepice, vedlo k rozsahlym zménam v zastou-
peni malych molekul a metabolitd v traveniné slepého
stfeva. Vice nez 600 rliznych molekul vykazovalo signifi-
kantné odlisné zastoupeni v traveniné kontrolnich kurat

VETERINARSTVI 4/2024

a nékteré ze dvou experimentalnich skupin. Jiz jen tento
poznatek ukazuje, ze osidlenim traviciho traktu defino-
vanymi bakteriemi je mozné ovlivnit dostupnost biolo-
gicky aktivnich latek pro kute. V budoucnu pak bude
zajimavé tento poznatek dale rozvijet napf. spolecné
s Upravou slozeni krmnych smési. Samotna pf¥icina zvy-
sené nebo snizené pritomnosti konkrétnich molekul
vsak neni Uplné jasna. Ve vétsiné pfipadll se ziejmé
jedna o dUsledek dodate¢né degradacni aktivity nové
vnesenych bakterii. Po degradaci polysacharidd bunéc-
nych stén rostlinnych bunék v krmnych smésich dojde
k uvolnéni novych molekul z cytoplazmy téchto bunék
do traveniny. Jako mozny pfiklad mohou do této skupiny
spadat aminokyseliny, nukleotidy a jejich derivaty, ale
i betain, sojasaponiny nebo isoflavony genistein, glyci-
tein, daidzein plvodem ze sdéji. Nové introdukované
bakterie vSsak mohou i degradovat urcité molekuly a pak
Ize zaznamenan jejich pokles u experimentalné osidle-
nych, coz mize byt pfipad betainu, ktery se nejvice
vyskytoval v traveniné kontrolnich kurat. Nelze v3sak
vyloucit i moznost, Ze samotné kure uvolnuje do lumen
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traviciho traktu nékteré své molekuly a metabolity
v zavislosti na slozeni strevni mikroflory, coz by mohl byt
pfipad karnitinu. Se souc¢asnou urovni znalosti ale neni
jednoznac¢na ani interpretace dulsledku zvyseného
zastoupeni nékterych biologicky aktivni latek v traveni-
né. Tento stav |ze sice povazovat za pozitivni, ale soucas-
né indikuje, ze doslo k prekroceni resorbcnich schopnos-
ti kurat. Lokalné obohacené mohou tyto molekuly v tra-
veniné slepého stfeva stale vykazovat ochranné aktivity,
ale jejich dopad na metabolismus v dalSich organech
a tkdnich nemusi pro dosazeni a prekroceni resorbcnich
schopnosti traviciho traktu podobné vyznamny.

| pfes néktera omezeni, napf. ze 90 % metabolitl jsme
nedokazali identifikovat jinak nez celkovou molekulo-
vou hmotnosti, maji nékterd nase pozorovani zajimavé
souvislosti. Fenylacetaldehyd se ve zvysené mife vysky-
toval v traveniné kontrolnich kurat. Fenylacetaldehyd se
vsak vyskytuje i v kvétech rostlin, kde funguje jako hmyzi
chemoatraktant®. Mikrofléra, kterd vede ke zvysenému
zastoupeni fenylacetaldehydu v trusu, tedy maze zvyso-
vat i atraktivnost trusu pro hmyz. Salmonella uc¢inné
infikuje zejména kurata v prvnich dnech Zivota, tedy
stejnou vékovou skupinu, jakou predstavovala kontrolni
skupina v tomto experimentu’. Zvysena hladina fenyla-
cetaldehydu v trusu mladych kurat, pokud jsou soucasné
infikovana salmonelami, tedy muze zvysovat pravdépo-
dobnost prenosu salmonel na nového hostitele pro-
sttednictvim hmyzu. Na druhou stranu, 4-oxododekan-
diova kyselina se ve zvysené mire vyskytovala v traveni-
né experimentalnich kurat. Kyselina 4-oxododekandiova
kyselina ma toxické ucinky na rozvoj larev Spodoptera
exigua®. Jestlize trus fadné kolonizovanych kurat vykazu-
je toxické ucinky na larvy koprofagniho hmyzu, tato
kolonizace muze naopak snizovat pravdépodobnost
prenosu fekalni mikrofléry hmyzem na vétsi vzdalenosti.

Mezi odbornou komunitou neni pochyb, ze osidleni
kurat komplexni mikroflérou z dospélych slepic vede
k jejich okamzité ochrané pred kolonizaci salmonelami.
Tento efekt dokdzeme docilit i podani definovanych
smési anaerobnich bakterii. Pro¢ se tak déje, ale neni
uplné jasné. Experimentalné jsme dfive prokazali reakci
kurete na osidleni vyjadfenou zvySenou expresi gent
imunitniho systému, ale toto navyseni exprese bylo
numericky nizké a nekorespondovalo se zvysenim odol-
nosti pred kolonizaci salmonelami az o Sest radd.
Soucasnd studie poukazujici na podstatné rozdily
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v zastoupeni biologicky aktivnich latek v traveniné odlis-
né osidlenych kurat poprvé ukazuje na rozdily, které jsou
svym rozsahem podobné rozdilim v citlivosti vici kolo-
nizaci salmonelami. Zda se jedna o pfic¢inou souvislost,
to bude muset byt predmétem dalsich studii. Ale samot-
nd moznost ovliviiovat zastoupeni molekul, jako je glu-
tamat, tyramin, kynurenat, isoflavonoidy, fenolaminy,
nukleotidy, aminokyseliny nebo vitaminy ukazuje, na
vyznam stfevni mikroflory pro kufata, umoznuje i opatr-
nou extrapolaci k jinym zivociSnym druhtdim vcetné clo-
véka, a v produkci drlibeze otevira nové moznosti v kom-
binaci podavani probiotik a na miru upravenych krm-
nych smési.

Prace v laboratofi autor( je podporovana projektem
TN02000017 Technologické agentury CR a projektem
RO0523 Ministerstva zemédélstvi CR.
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