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1. Uvod

V Zivoté prasat existuji dvé kritickd obdobi, kdy se ve zvysené mite vyskytuji infekce traviciho
traktu. Prvni je bezprostfedné po narozeni a druhé po odstavu. V obou ptipadech se nabizi
podavani probiotickych kultur, které by zmirnily dynamiku zmén ve stfevni mikroflére.
Probiotické kultury lze selektovat bud mezi baktériemi, které se v daném Zivotnim obdobi
v travicim traktu vyskytuji, anebo lze vyuzit kompromisni pfistup, ktery vyuzivd baktérie
nepatfi mezi dominantni kmeny z traviciho traktu, ale které maji urcité vyhodné vlastnosti i
mimo hostitele. Mezi prvni skupinu baktérii charakteristické pro travici trakt patfi napft.
zastupci rodu Bacteroides, které testujeme jako probiotika pro novorozena selata nebo
zastupci rodu Prevotella, ktera testujeme jako probiotika pro selata po odstavu. ProtoZe vsak
podani rGznych smési baktérii rodu Prevotella nevedlo k presvédcivym vysledkim u
odstavenych selat, testujeme i dalsi moznosti. Jednou z nich je pouziti druhého typu baktérii
dle klasifikace vySe. Mezi takové baktérie patti laktobacily nebo bifidobaktérie. Tyto baktérie
se sice v tradvicim traktu vyskytuji, ale nepatti mezi dominantni rody. K primérné schopnosti
osidlovat travici trakt vSak dopliuji dalsi uzitecné vlastnosti, mezi které Ize zahrnout jejich
pomnozeni i v mikroaerofilnim prostfedi a fermentativni metabolismus vedouci ke snizeni pH
v jejich prostredi. Laktobacily pozastavuji jejich metabolismus, az pokud svou metabolickou
aktivitou snizi pH v prostfedi vyrazné pod hodnotu 5. Takové pH vSak vede k inaktivaci vSech
béinych baktérii jako jsou E. coli nebo salmonely. Krmivo fermentované laktobacily je tak
prosté nezadoucich baktérii, a navic se jeho konzumaci do traviciho traktu dopliuji prospésné
baktérie a ¢astecné prednatrdvené krmivo. Proto jsme vybrali 3 zdstupce baktérii mlé¢ného
kvaseni, které se vyskytuji vtravicim traktu prasat a ovéfili jejich schopnost potlacit

pomnozeni nezadouci mikrofléry v krmivu.

2. Predmét funkéniho vzorku

Predmétem funkéniho vzorku je mikrobidlni preparat sestdvajici se ze 3 rliznych baktérii, a to
Lactobacillus amylovorus ET1094, Ligilactobacillus reuteri ET571 a Bifidobacterium
thermophillum ET616. Tato smés se pouziva pro fermentaci krmiva, které je ndsledné uréeno

pro podani selatim po odstavu.



3. Vlastni popis funkcniho vzorku
V nasi laboratofi se dlouhodobé zabyvdme vyznamem stfevni mikrofléry v ochrané prasat
pred patogennimi mikroorganismy. Jednou z moznosti, kterd nevylucuje kombinaci s jinymi

pfistupy, je pfiprava fermentovaného krmiva pro selata po odstavu.

Kontrola baktérii ze smési LactoMix

Pouzité baktérie, Lactobacillus amylovorus ET1094, Ligilactobacillus reuteri ET571 a
Bifidobacterium thermophillum ET616 byly detailné charakterizovany. U Lactobacillus
amylovorus ET1094 a Bifidobacterium thermophillum ET616 byla stanovena celogenomova
sekvence a vSechny ti baktérie byly vizualizovany i elektronovou mikroskopii (Obr. 1). VSechny

baktérie byly plvodné izolovany ze vzorku trusu prasat a tak mimo fermentaci krmiva mohou

v travicim traktu fungovat i jako probiotické kultury.

Ligilactobacillus reuteri ET571 Lactobacillus amylovorus ET1094 Bifidobacterium thermophillum ET616

Obrazek 1. Elektronmikroskopicka vizualizace cistych kultur baktérii ze smési LactoMix.

pH krmiva po fermentaci baktériemi

Nejprve bylo otestovano, zda pripravena smés baktérii mlééného kvaseni snizuje pH
fermentovaného krmiva. Krmivo bylo sterilizovano autoklavovdnim a 25 gram( sterilniho
krmivo bylo promichano s 25 ml BHI bujénu. Vysledna smés méla povahu vlhké, ale sypké
smési. Kontrolni krmivo bylo promichano pouze se sterilnim BHI bujénem. V pfipadé
zaockovani krmiva baktérii E. coli nebo smési LactoMix bylo 100 ul tekuté kultury E. coli
zaockovdno do 25 ml bujonu a ten byl poté promichdn s krmivem. V pfipadé LactoMix bylo 25
ml bujonu zaockovano 30 pl tekuté kultury kazdé z pouzitych baktérii, tedy Lactobacillus
amylovorus ET1094, Ligilactobacillus reuteri ET571 a Bifidobacterium thermophillum ET616.
Poté byly inkubac¢ni nddoby uzavieny a inkubace probihala v anaerobnim prostfedi po dobu

96 hodin (4 dnl). Po 24, 48 a 96 hodinach inkubace bylo odebrano pfiblizné 0,5 g
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fermentovaného krmiva, které bylo resuspendovano v 5 ml destilované vody a ve vodné fazi
bylo stanoveno pH. Po poufZiti sterilniho média nebo i média zdmérné kontaminovaného E.
coli nedochazelo k poklesu pH a pH trvale zlstavalo okolo hodnoty 5,6 (Obr. 2). Pokud ale byl
bujén a nasledné i krmivo zaockovan smési LactoMix, dva dny po zaockovani doslo k poklesu
pH na hodnotu 4,9. V tomto experimentu byly stanoveny i poCty baktérii avSak konzistence
krmiva neumozZfiovala pomnozeni E. coli (Fadové 10* CFU na gram krmiva po 24 hodinach
inkubace a Uplnd absence po 2 a 4 dnech). Proto se v nasledujicich experimentech smichavalo

25 gramu sterilniho krmiva a 50 ml BHI bujénu.

B

5 \-\_.

pH
w

1 Negativni kontrola =#=E.coli =#=LactoMix
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Obrazek 2. Pokles pH po fermentaci krmiva smési LactoMix. Dva dny po zaockovani krmiva smési LactoMix doslo
k poklesu pH pod hodnotu 5. V pfipadé zaockovdani krmiva kulturou E. coli nebo jen zvlhéeni krmiva sterilnim

bujénem nebyl zaznamenan zadny pokles v pH a to se pohybovalo okolo hodnot 5,6.

V navazujicim experimentu se smichalo 25 gram sterilniho krmiva a 50 ml BHI bujénu, ktery
byl zaockovan bud monokulturami nezadoucich bakteridlnich druhl (E. coli, Salmonella,
Klebsiella, Proteus), nebo jen smési LactoMix, nebo smési LactoMix a soucasné jednim
z nezadoucich druh( baktérii. Pfitom inokulum smési LactoMix zamérné obsahovalo 1000x

méné baktérii nez inokulum E. coli, Salmonella, Klebsiella a Proteus (Obr. 3).
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Obrazek 3. Zastoupeni Zivotaschopnych baktérii ve smési LactoMix a vybranych oportunné patogennich
baktérii. Baktérie smési LactoMix byly na pocatku experimentu zamérné znevyhodnény a do krmiva byly

zaockovany v 1000x nizsich poctech.

Vétsi podil tekutého média vedl k ristu baktérii do vysSich poctd a soucasné k vyraznéjsim
zménam v pH. pH media smichaného s krmivem bylo 6,1 po 24 hodinové a 5,9 po 48 hodinové
inkubaci. Po zaockovani monokulturami E. coli, Salmonella, Klebsiello nebo Proteus se
v pfipadé Salmonella pH neliSilo od pH neinfikovaného krmiva. Kultivace E. coli a Klebsiella
vedla k poklesu pH, v pfipadé E. coli az k hodnotam 4,8. Po zaockovani krmiva Proteus doslo
naopak ke zvySeni pH a to na hodnotu 6,2 po 24 hodinach a 6,5 po 48 hodinach inkubace. Pro
vSechny testované baktérie platilo, Ze pH se mezi 24 a 48 hodinami inkubace podstatné
nemeénilo. Po zaocCkovani krmiva smési LactoMix nebo smési LactoMix a soucasné jednim
z nezadoucich druh( baktérii doslo po 24 hodinové inkubaci k poklesu pH na hodnoty 4,7-5,0

a pH se béhem dalSich 24 hodin inkubace sniZzovalo az na hodnoty 4,0-4,1 (Obr. 4).
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Obrazek 4. pH krmiva po kultivaci baktérii. Po zaockovani krmiva Cistymi kulturami oportunné patogennimi

baktériemi doslo k mirnym zménam v pH béhem prvnich 24 hodin kultivace. V pfipadé zaockovani krmiva smési



LactoMix doslo k rychlému poklesu pH uz béhem prvnich 24 hodin inkubace a pokles pH az pod hodnotu 4

pokracoval v priibéhu dalsich 24 hodin.

Pocty nezddoucich baktérii béhem fermentace

Po zaockovani krmiva monokulturami E. coli, Salmonella, Klebsiella nebo Proteus se jejich
pocty po 24 hodindch pohybovaly okolo 2x102 CFU/g. Béhem dal3i 24hodinové inkubace doslo
k dilcimu zvysSeni poctl baktérii v pfipadé E. coli, Salmonella a Proteus. V ptipadé Klebsiella
doslo mezi 24 a 48 hodinami kultivace naopak k poklesu v poctu Zivotaschopnych baktérii na
gram krmiva (Obr. 5). Pokud se vsak nasadily E. coli, Salmonella, Klebsiella nebo Proteus
nasadily do krmiva soucasné se smési LactoMix, tak uz po prvnich 24 hodinach kofermentace
byly pozorovatelny pokles v jejich poctech, a to i pres to, Ze do krmiva byly E. coli, Salmonella,
Klebsiella nebo Proteus na pocatku zaockovany v tisicinasobné vyssich poctech nez baktérie
smési LactoMix. Nejvnimavéjsi k inaktivaci byla Salmonella a Klebsiella. Po 48 hodinach

kofermentace pak doslo k Uplné inaktivaci vSech oportunné patogennich baktérii (Obr. 5).

10

log CFU/g
[2]

L=

S

0

Salmonella

E. col
Klebsiella
Proteus
Salmonella

E. col

Klebsiella
Proteus
LactoMix

E. coli+lacto
Klebsiella+Lacto
Proteus+Lacto
LactoMix
Salmonella+Lacto
E. coli+Lacto
Klebsiella+Lacto
Proteus+Lacto

Salmonella+Lacto

()
=
>
]
=
=
I
co
>
]
o
5

24 hodin 48 hodin

Obrazek 5. Poéty oportunné patogennich mikroorganismi v anaerobné inkubovaném krmivu. Monokultury
nebo smési s LactoMix byly zaockovany do krmiva. Pocty E. coli, Salmonella, Klebsiella a Proteus byly stanovany
po vysevu na BHI agar a aerobni kultivaci pfi 37 °C. Zadnd z baktérii ze smési LactoMix za takovych podminek

netvofila samostatné kolonie.

Pocty baktérii LactoMix ve fermentovaném krmivu

Baktérie z produktu LactoMix tvofily ve fermentovaném krmivu 108 aZ 10° CFU/g krmiva po 24
hodinach fermentace a 107 a7 10° CFU/g po 48 hodinové fermentaci (Obr. 6). Pokles pH krmiva
a nastoleni podminek v krmivu, které vedly k inaktivaci E. coli, Salmonella, Klebsiella a Proteus

tak Ize dat do primé souvislosti s rlistem a biologickou aktivitou baktérii z produktu. Pro pouZziti
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fermentovaného krmiva pro odstavena selata tak lze doporucit dvoudenni fermentaci
spojenou s kontrolou pH pfed poddnim krmiva selatlim. Mimo mikrobiologickou bezpecnost
bude takové krmivo i ¢astecné prednatrdvené a snadno vstfebatelné selaty. Lactobacillus
amylovorus ET1094, Ligilactobacillus reuteri ET571 a Bifidobacterium thermophillum ET616
pochdzeji z traviciho traktu prasat a tak lze ocekdvat i jejich pozitivni vliv na travici trakt ve

smyslu podavani probiotickych kultur.
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Obrazek 6. Pocty baktérii LactoMix ve fermentovaném krmivu. Baktérie z produktu LactoMix byly prokazovany
anaerobni kultivaci na MRS agaru. Za téchto podminek netvofily kolonie oportunné patogenni baktérie. V jednom
pripadé (krmivo 48 hodin po zaockovani monokulturou E. coli) byl zachycen rlst na MRS agaru. V tomto pfipadé
mohlo dojit k postupnému pomnozeni baktérii rodu Bacillus, jejichz spdéry dokazi prezit i autoklavovani a po
zvlhéeni krmiva mohou obnovit riist. Baktérie ze smési LactoMix dosahovaly po¢tli 10% az 10° CFU/g po 24
hodinové kultivaci. Po 48 hodinach kultivace doslo k jejich mirnému poklesu, ziejmé v disledku okyseleni

prostredi.

Vliv suplementace antibiotiky na schopnost fermentace smési LactoMix

ProtoZe v redlny provozech se v odivodnénych pfipadech pouziva i krmivo medikované
antibiotiky, posledni test byl zaméren na moznost fermentace krmiva s prfidavkem amoxycilinu
nebo tiamulinu. Na rozdil od predchozich experimentl nebylo toto krmivo pred zaockovanim
smési LactoMix autokldvovano. Na pocatku experimentu se pH krmiva pohybovalo okolo
hodnoty 6. pH krmiva bez inokulace smési LactoMix v pribéhu testu pokleslo k hodnotam 5-
5,5. Naproti tomu, pH krmiva bez antibiotik a krmiva s tiamulinem zaockované smési LactoMix
kleslo béhem prvnich 24 hodin na hodnotu 4,5 a po dalsi 2 dny se jiz nezménilo. Suplementace
krmiva amoxycilinem méla negativni vliv na proliferace baktérii ze smési LactoMix, protoze
prvni dva dny po inokulaci se pH snizilo jen k hodnotam 5-5,5, tedy stejné jako u kontrolnich

smési krmiv bez zaockovani smési LactoMix. AZ mezi 48 az 72 hodinami fermentace doslo ke



snizeni pH aZz na hodnotu 4. Amoxycilin tedy v pocatecni fazi fermentace inhiboval
metabolickou aktivitu bakterii ze smési LactoMix a zfejmé az se jeho aktivita spontdnné snizila
po dvoudenni inkubaci pfi 37 °C, mohlo dojit k proliferaci baktérii mlééného kvaseni a
k poklesu pH (Obr. 7). Z dlvod( predbéiné opatrnosti tedy nelze smés LactoMix doporucit
k fermentaci krmiva suplementovaného amoxycilinem. Naopak suplementace tiamulinem
nema na metabolickou aktivitu baktérii smési LactoMix Zadny vyznam. V pfipadé obou typl
suplementace vSak zlistdva nejasnd pritomnost biologicky aktivni formy antibiotik po
fermentaci. U amoxycilinu se dd ocekdvat pokles jeho aktivity ve fermentovaném krmivu,
protoze aZz jeho spontdnni rozpad ziejmé umoznil multiplikaci baktérii mlééného kvaseni.
V pfipadé tiamulinu je situace nejasna, protoze tiamulin nebranil poklesu pH hned od pocatku
experimentu. Baktérie z produktu LactoMix tedy mohly byt k jeho pUsobeni rezistentni a

tiamulin mohl trvale setrvdvat v prostredi fermentovaného krmiva.
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=8-Krmivo =de=Krmivo s tiamulinem
=l=Krmivo s amoxycilinem =@-Krmivo + LactoMix

== [Krmivo s tiamulinem + LactoMix =fll=Krmivo s amoxicilinem + LactoMix

Obrézek 7. Zmény v pH krmiva suplementovaného antibiotiky. Cervené linky, vyvoj pH v €ase u krmiva bez
inokulace smési LactoMix. Zelené linky, vyvoj pH v ¢ase u krmiva po inokulaci smési LactoMix. Krmivo bylo bez
suplementace antibiotiky (krouzky), nebo se suplementaci tiamulinem (trojuhelniky) nebo amoxycilinem

(Ctverecky).

4. Srovnani ,novosti postupa“
Vybér baktérii pro fermentaci vychazel z vlastnich poznatkl, které druhy laktobacill a

bifidobaktérii se v travicim traktu prasat vyskytuji. Nejedna se tedy o nahodny vybér. Vsechny



tfi pouzité kmeny byly ziskany z traviciho traktu prasat a tak mimo samotnou fermentaci
krmiva maji potencial i kolonizovat traviciho traktu prasat. VétSina podobnych baktérii
uréenych k fermentaci je nejasného plvodu, ¢asto z fermentovanych produktl kravského
mléka. Vtomto smyslu nelze nd$ produkt porovnavat s ¢imkoli podobnym a jedna se o

unikatni pfistup k reSeni problému, a to se vSemi prinosy i riziky.

5. Uplatnéni funkéniho vzorku

Fermentované krmivo snizujici vyskyt patogennich E. coli a dalSich nezadoucich baktérii Ize
podavat selatim v prvnich dnech po odstavu a sniZit tak pravdépodobnost vyskytu
poodstavovych prajma. V tomto sméru zvazujeme uplatnéni tohoto funkéniho vzorku, avsak
ziejmé nikoli samostatné, ale v kombinaci s poddvanim probiotickych kultur obsahujicich
baktérie rodu Prevotella a vbudoucnu i vkombinaci s bakteriofagy specifickymi proti

enterotoxigennim kmen(m E. coli.

6. Ekonomické aspekty

V Ceské republice se ro¢né se porazi pfes 2 miliénu prasat. Viechna tato prasata mohou byt
po odstavu oSetfena probiotickymi smésmi nebo fermentovanym krmivem. Zatim se
problémy traviciho traktu resi podavanim antibiotik, coZ je z pohledu chovatelll ekonomicky
nejlevnéjsi reSeni. Pfipoustime, Ze podavani probiotik v kombinaci s fermentovanym krmivem
nebo bakteriofagy bude pro chovatele ekonomicky naro¢néjsi nez podavani antibiotik. Avsak
trvaly narGst vyskytu baktérii rezistentnich k Ucinku antibiotik jiz v soucasnosti vede ke snizeni
jejich Gcinnosti, a proto se hledaji alternativni pristupy. Narlst rezistenci u patogennich
baktérii pfitom neni vyznamny jen pro chov hospodarskych zvifat, ale ma i presah do humanni
mediciny, kde jiz dochazi k selhavani terapie dosud Ié¢itelnych infekci. V takovych situacich a
po zohlednéni ceny lidského Zivota muZe byt vyuZiti probiotik, fermentovaného krmiva a
bakteriofagl v kone¢ném dulsledku levnéjsi nez pouzivani antibiotik. S touto perspektivou

pristupujeme k reseni nasich projektl i tohoto funkéniho vzoru.
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