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SOUHRN

Volny vybéh predstavuje dilezity aspekt v pastevnim chovu dribeze, zatim vSak mame omezené
znalosti o tom, jak rtzny zplsob ustijeni a chovného systému ovliviiuje rdstovou vykonnost a
osidlovani patogeny, které bézn¢ kontaminuji potraviny. Hlavnim cilem této studie bylo zhodnotit vliv
riznych zptisobu ustajeni (pfedevsim staly pevny piistfeSek oproti mensimu mobilnimu, s nebo bez
pfistupu k venkovni pastvé) a chov riznych genotypd brojlerd ¢i nosnic. Hlavnim sledovanym
faktorem byla pfitomnost a zmény poctu bakterii ve stfevnim traktu kufat vcetné téch patogennich
jako jsou Campylobacter sp. a Salmonella sp. Studie zahrnovala tii dilé¢i pokusy. Vysledky ukazaly
rozdily ve stfevni mikrobioté: Pokusy I a II potvrdily sniZzeni poctl koliformnich bakterii ve slepém
stteveé pastevnich kutat, pokus III prokazal signifikantni zvyseni poctu prospésnych bakterii mlééného

kvaSeni v ileu nosnic s volnym pfistupem k venkovni pastve.
SUMMARY

Outdoor access stands for an important part of organic and free-range poultry production, yet limited
information exists on the effect of various housing and production systems on growth performance and
colonization of food-borne pathogens. Therefore, the primary purpose of the current study was to
evaluate the influence of different housing systems (particularly fixed versus small, portable houses,
with and without outdoor access to pasture) and usage of different genotypes of broilers and laying
hens. The fundamental factor which was focused was a presence and quantitative changes in common
gastrointestinal microbiota including pathogenic genera like Campylobacter sp. and Salmonella sp.
The study comprised three pasturing experiments. The results showed differences in intestinal
microbiota: Experiments | and Il confirmed lowering counts of coliforms in pasture-reared broilers in
caecum, experiment |11 proved a significant increase of beneficial lactic acid bacteria in laying hens’

ileum with free access to pasture.
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1. Uvod - pastva a welfare zviiat

Anglické slovo welfare se volné pteklada jako blaho, blahobyt nebo prospéch. Ptes sviij cizi piivod uz
v na§em zemédglstvi zdomacnélo a ve slovniku ¢eskych chovatelii znamena pohodu zvitat. Vstup CR
do Evropské unie znamenal pro vétSinu chovatelti snahu piizptsobit chovy pozadavkim pravnich

norem Evropské unie a s tim spojené naklady na tpravu chovatelskych zatizeni.

Myslenka péti svobod ziskala SirSi pojeti, kdyz je pfedefinovala britska Rada pro welfare
hospodaiskych zvifat (Farm Animal Welfare Council, FAWC), ktera byla zfizena jako poradni organ
vlady pro otazky welfare zvitat v roce 1979. Z pohledu FAWC welfare zvitat zahrnuje jak fyzickou
zdatnost, tak i pocit spokojenosti. Kratce feCeno, welfare zvifat znamena mnohem vic nez pouhé
vylouéeni utrpeni. Zakonna opatieni vesmeés opiraji o koncept tzv. Péti svobod (Farm Animal Welfare
Council, 1991), kdy chovana zvitata nesmi byt vystavena hladu a Zizni (1), nepohodli (2), bolesti,
zranéni a nemocim (3), strachu a tisni (4) a méla by mit moznost vyjadiit normalni chovani (5).
Uroveii uvedenych podminek je vyznamnym faktorem pro rentabilitu chovi, i kdyZ na druhou stranu
ne vzdy je mozné v podminkach velkochovil zajistit optimalni prostfedi. Pfestoze nekteré studie
dokazuji, Ze n€kdy snaha o zlepSeni welfare mtize vést spise ke komplikacim, lze prohlasit, ze vétSina
sledovani provadénych v chovech driibeze dokazala, Ze pfi zhorSeni pohody zvifat stoupaji vyrobni

naklady.

2. Teoreticka ¢ast

21 Zdravi a aspekty welfare

V pastevnim volném chovu je dualezitd péCe o zdravi dribeze. Producent musi zajistit zvifatim
adekvatni ustajeni, prostor a dobrou vyzivu, aby minimalizoval stres a byla tak zachovana spravna
funkce imunitniho systému. Pfedpisy a nafizeni Statni veterinarni spravy stanovuji preventivni
vakcinaci. VySe thynu souvisi s velikosti chovu a celym systémem pastvy. Nedavna evropska studie
poukdzala na primérny thyn slepic v 39 dobfe vedenych volnych chovech ve vysi 14 % oproti 3 %
v obohacenych klecich (Elson and Croxall, 2006). Dalsi studie prokazala, ze mortalita driibeze je vyssi
ve volném chovu (15%) oproti chovu v klecich (4%; Phelps, 1991). Vysoka mortalita mize byt
nasledkem mnoha rozli¢nych faktorti, jako napt. predace, zaduseni, napadeni endoparazity, a zvySuje

se s pobytem na volném prostoru.

Z nemoci v pastevnich systémech jsou uvadény zejména Pasteurella multocida, syndrom poklesu

snasky (zpusobeno Adenovirem), E. coli, Brachyspira spp., Histomonas meleagridis (Cerna hlava).



Ptaci cholera, zptisobena P. multicida, mtZe byt pienesena z volné Zijicich ptaki. DribeZ ve volnych
chovech je ¢asto napadena parazity, napt. Ascaridia galli, Heterakis gallinarum, Capilaria obsignata
nebo Eimeria spp. (Pagazaurtundua and Warriss, 2006). Ve srovnani s konvenénimi chovy je vyssi

vyskyt zdravotnich problémi v ekologickych chovech, které jsou obecné citlivéjsi k patogentim, jsou

vvvvvvvvv

Pocasi také velmi ovliviiuje zdravi a pohodu driibeze. Siteni nemoci je snazi pro venkovni ptaky
behem ro¢nich obdobi, kdy jsou za mokra a za destivych podminek aktivni komafi. Stojaté vody a
louze po vydatnych destich mohou piedstavovat zdravotni rizika u kufat na pastvé, zejména
na tézkych jilovitych ptdach. Sanace a izolace jsou preventivni opatfeni pro omezeni problémi
s nakazou. Rotace je také klicem k dobrému managementu pastvy. Ta umozituje pastviné regenerovat
se z pastvy a snizuje nadmérné nahromadéni zivin a patogent, a ptaci jsou pfesunuti s pohyblivou

ohradkou ¢i vybéhem na nové misto (Sossidou et al., 2011).

2.2 Patogenni mikroorganizmy

2.2.1  Salmonella sp.

Bakterie rodu Salmonella jsou Gram-negativni ty¢inky pattici do Celedi Enterobacteriaceae. Patii
mezi puvodce gastroenteritidy a tyfoidni horecky a patfi mezi nejvyznamnéjsi patogeny osidlujici
travici trakt dribeze. Salmonely (stejné jako vétSina bakterii Celedi Enterobacteriaceae) jsou
fakultativné anaerobni a netvofi spory. Jsou az na vyjimky pohyblivé diky 4 — 5 peritrichalnim
bic¢ikiim, povrch téla kryji fimbrie adhezivniho typu. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 0,7 — 1,5
um na $itku a pfiblizné 2 — 5 um na délku. Teplotné jsou tyto bakterie pomérné odolné, ptezivaji
dokonce mrazeni. Obecné dokazi salmonely rist v rozmezi teplot 6 — 50 °C, idealné vsak pii 37 °C.
Pod mikroskopem je mizeme pozorovat jako jednotlivé tyCinky, pary, ale ive formé ftetizkd.
Salmonely redukuji nitraty na nitrity, fermentuji glukozu a jsou oxidaza-negativni. Vétsinu piipadl
salmoneldzy lze oznalit za zoondzy, nékteré sérotypy (jako S. typhi a S. paratyphi) jsou

charakteristické pouze pro lidsky organismus.

Salmonella spp. se taxonomicky déli do dvou druhti: Salmonella enterica se Sesti poddruhy a
Salmonella bongori, dfive povazovan za poddruh S. enterica. Zdrojem infekei salmonelou jsou

nejéastéji potraviny, zejména driibezi maso a vejce.

Salmonely se bézné nachazi v zaZivacim traktu hmyzu, zvifat a ¢lovéka. Jsou vylu¢ovany fekaliemi a
kontaminuji Zivotni prostiedi a potraviny. Castym rezervoarem salmonel jsou vejce, zv1a§té u sérotypu
Enteritidis, kdy salmonely mohou kolonizovat ovaria u nosnic a timto tzv. transovarialnim pienosem
se salmonely stavaji soucasti vejce jesté pied jeho dalsim formovanim ve vejcovodu. Péstované polni
plodiny mohou byt kontaminovany salmonelami béhem rustu, sklizné, uskladnéni nebo transportu

(Beuchat and Ryu, 1997; Davies and Hinton, 2000).
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2.2.2  Koliformni bakterie

Pojem koliformni bakterie zahrnuje velkou skupinu Gram-negativnich, pohyblivych nebo
nepohyblivych bakterii z rodu Enterobacteriaceae, které maji tvar tyCinky a netvoii spory. Mezi

koliformni bakterie jsou fazeny rody Citrobacter, Enterobacter, Hafnia, Klebsiella a Escherichia.

Dulezitou vlastnosti je fermentace laktozy pti 35 — 37 °C za aerobnich ¢i fakultativné anaerobnich
podminek v selektivnim prostiedi zlucovych soli (¢i jinych povrchové aktivnich latek s podobnymi,
rust inhibujicimi vlastnostmi), pfi které vznika kyselina (pfip. aldehyd) a plyn. V ramci koliformnich
bakterii dale rozliSujeme fekalni (nebo pfesnéji termotolerantni) koliformy, které jsou schopny rist a
fermentovat laktozu i ve 44 °C. Schopnost fermentovat laktdzu je zavisla na pfitomnosti enzymu beta-
galaktosidazy a galaktosidu permeéazy, které usnadniuji vstup laktéozy do buiiky. Nevykazuji

cytochromoxidazovou aktivitu.

Koliformni bakterie a fekalni koliformni bakterie jsou dlouhou dobu pouzivany jako indikatory
fekalniho znecisténi. Mohou byt vSak nalezeny ve vodnim prostfedi, v pid¢é nebo vegetaci. Jsou
ve velkych poctech bézné ptitomny ve vykalech teplokrevnych Zivocichti. Protoze se tedy v rdmci této
skupiny (zejména mezi koliformnimi bakteriemi) vyskytuje fada druhti, které nemuseji mit fekalni
puvod, sméfuje soucasny trend k pfimému stanoveni Escherichia coli , ktera je podle smérnic Svétové
zdravotnické organizace (WHO, 1993) povazovana za hlavni indikator fekalniho znecisténi.
Pfitomnost termotolerantnich koliformi téméf vzdy indikuje fekalni kontaminaci. Obvykle vice nez 95
% termotolerantnich koliformt izolovanych zvody jsou identifikovany jako stfevni E. coli.
V laboratornich podminkach jsou termotolerantni koliformy kultivovany na médiu obsahujicim

laktozu.

Virulentni kmeny E. coli jsou odborniky povazovany za jedny z hlavnich patogent v chovech dribeze.
Jejich pusobenim se zvySuje mortalita, brakace i veterinarni naklady. Tento podminény patogen se
bézné vyskytuje ve stievech ptaki a saveli v podtu cca 10° CFU/g zazitiny. Je detekovan ve stovkach
kment, z nichz je 10 az 15 % potencionalné patogennich. E. coli je gramnegativni fakultativné
anaerobni spory netvorici ty¢inkovita bakterie pohybujici se pomoci bi¢ikd. Je podminéné patogenni
(muze, ale nemusi u ¢lovéka vyvolat onemocnéni), bézné se vyskytuje ve stfevnim traktu lidi a
vysSich obratlovei. Jeji teplotni optimum je 37 °C, je znaéné odolna, ve vlhkém prostredi (v pitné a
odpadni vodé, ve vykalech aj.) relativné dlouho pretrvava vitdlni a pouziva se proto s jinymi
koliformnimi bakteriemi (tj. bakteriemi, které pti teploté 30 °C zkvaSuji laktozu za vzniku kyselin a
plynu) jako indikator fekalniho zneéisténi vody a potravin, ktery signalizuje potencialni pfitomnost
stievnich patogend (salmonel, shigel aj.). E. coli je za normalnich okolnosti béznou soucasti
mikrobioty traviciho traktu. Existuji v§ak kmeny, které za ur¢itych okolnosti mohou byt patogenni pro
zviftata a Clovéka (Hejlicek and Vrtiak, 1982; Varejka, 1989; Sherris, 1990). E.
coli je nesporotvorna ty¢inka pohybujici se pomoci biciku. Dosahuje délky 2 — 3 pum a $ifky 0,6 pum.



Roste za teploty 8 — 48 °C, optimum je pii 37 °C. Rozsah pH pro riist je 6 az 8. Nékteré druhy mohou
tvofit slizovité obaly, jez jsou slozeny z polysacharidi. Na svém povrchu nese dva typy fimbrii. Jak
bi¢ik, tak fimbrie jsou vysoce antigenni. Bakterie produkujeindol, neroste na citratua
neprodukuje sirovodik. Je katalaza-pozitivni, oxidaza-negativni. Inkubaéni doba E. coli je 12 — 72
hodin s optimalni rlstova teplotou je 30-37 °C. Na rozdil od skupiny koliformnich bakterii obecné¢, E.
coli jsou témér vylu¢né fekalniho ptivodu a jejich pritomnost je tak definitivnim potvrzenim fekalniho

znecisténi.

Pribéh infekci E. coli odpovida virulenci pfislusného kmene a vnimavosti hostitele. Zname nékolik
faktor(, které mohou mit souvislost s virulenci E. coli u driibeze. Nebyl vsak zjistén zadny jednotlivy
faktor virulence, pomoci néhoz by bylo mozné odlisit izolované kmeny patogenni od nepatogennich.
Prubéh infekce a zavaznost klinickych ptiznakti mohou byt dale ovlivnény faktory, které pulsobi
na vnimavost hostitele. K témto ¢initelim patii napiiklad vystaveni jinému infekénimu agens, vlivy
zivotniho prostfedi, stav imunitniho systému, plemeno nebo linie ptakt. Klinické pfiznaky jsou
nespecifické a lis§i se podle véku ptaka, délky trvani infekce, postizenych organi a soubézné
probihajicich infekci. Mortalita z divodu akutni sepse se objevuje Casto u mladych jedinct, a to
hlavné mezi 4. a 8. tydnem veku. Ptaci, ktefi pieziji tuto fazi nemoci, se vyznacuji celkoveé $§patnym
zdravotnim stavem doprovazenym casto postizenim srdce, jater a ostatnich vnitinich orgdnd. Pienos
Escherichia coli je mozny nékolika zpisoby: vertikalné, napiiklad vzduchem a horizontalng, napf.

krmivem, vodou nebo kontaktem mezi zvitaty. Faktory jako stres, nadmérna vlhkost ¢i sekundéarni

infekce situaci jen zhorSuji (Doktorova, 2001).

2.2.3 Campylobacter sp.

Kampylobaktery jsou spiralni, tenké nebo jen zakiivené G~ nesporulujici ty¢ky Siroké 0,2-0,8 um a
dlouhé 0,5 - 6,0 um. Rod Campylobacter nalezi do ¢eledi Campylobacteriaceae, aktualné jej tvori 18
druhti gramnegativnich bakterii s 6 podruhy a 2 biovary. Ve starych kulturach ptfechazeji spiralovité
buiikky na kokoidni formu. K témto morfologickym zménam dochazi pravdépodobné v dasledku
enzymové degradace peptidoglykanové vrstvy. Na jednom nebo obou koncich bunky je umistén bi¢ik,
ktery umoziuje vyvrtkovity pohyb bakterie. Kampylobaktery jsou oxiddza pozitivni, netvori
z tryptofanu indol, redukuji nitraty, ale nefermentuji sacharidy. Jsou termofilni, pohyblivé polarné
umisténymi biciky, podminéné patogenni. Tvar bakteriadlni builkky a pohyblivost usnadnuji prinik
vrstvou hlenu ve stfevu hostitele. Vyskytuji se v travicim traktu ¢lovéka i téméf u vSech domacich a
velkého poctu divoce Zijicich zvitat. Pro dospélou driibez jsou vét§inou nepatogenni, piesto je dribez
povazovana za primarniho rezervoarového hostitele. Campylobacter sp. je hlavnim pivodcem
prijmovych onemocnéni u lidi (Dirksen and Flagg, 1988), ty byvaji nasledkem poziti
kontaminovaného jidla nebo vody. Pfitomnost kampylobakteri neni spojena s pfitomnosti

indikatorovych mikroorganismt pro ¢isténi odpadnich vody, coz ukazuje na to, ze hlavnimi prenaSeci



v pfirodé jsou volné Zijici nebo domaci zvifata (Carter et al., 1987). Svymi naroky na prostiedi jsou
odlisné od jinych patogennich bakterii spojovanych s alimentarnimi infekcemi. Jsou mikroaerofilni,
rostouci nejlépe v atmosféfe slozené z piiblizné 85 % N,, 10 % CO, a 5 % O,. Kampylobaktery jsou
extrémné citlivé na vyschnuti, jsou ale schopné del$i dobu pfeZivat v povrchovych vodach, trusu a
podestylce. Infekcnost si zachovavaji ve vodé po 4 tydny pii 4 °C, v mléce 3 tydny pii 4 °C a po 24
hod pii 25 °C. V trusu zistavaji zivotaschopné po 3 tydny pii 4 °C. Pii teploté -9 nebo -12 °C
pretrvavaji na povrchu opracovanych kufat 10 dni a po 182 dni pfi teploté¢ -20 °C. Lyofilizovana

kultura pfeziva po mnoho let (Silva et al., 2011).

Hlavnim rezervoarem Campylobacter spp. je zazivaci trakt hospodaiskych zvitat (C. jejuni a C. coli),
domacich mazlickt (C. upsaliensis), ptakt i clovéka. Z prostfedi stfevni mikrobioty se patogen
dostava do prostiedi porazky. Ve stfevnim obsahu brojlerti se nachazi v priméru 10° — 10’ CFU/g
kampylobaktertt a ptevlada vyskyt druht C. jejunia C. coli. Kolonizace stieva probiha diky
pohyblivosti bakterii (chemotaxe) a produkci adhezivnich proteinti. Preziti uvniti vakuol epitelialnich
bunék bakteriim usnadfiuje produkce katalazy a superoxid-dismutazy, ktera inaktivuje volné kyslikové
radikaly. Vyznamné pro pteziti a patogenitu je schopnost ziskavat zelezo z transferinu a laktoferinu
obsazenych vséru a sliznicich hostitele. Hlavnim produkovanym toxinem je CDT (cytolethal
distending toxin). Tento toxin narusuje epitelialni klky, ¢imz je doc¢asné naruSena absorpcni funkce

stieva a vznika prijem. CDT je termolabilni (70 °C) a trypsin senzitivni (Silva et al., 2011).

V Evropské unii se ro¢ni polet piipadii pohybuje od roku 2009 nad hranici 200 tisic. V Ceské
republice byl prudky nartst kampylobakteriéz zaznamenan od konce 90. let minulého stoleti az do
roku 2005. Podet hlagenych onemocnéni zpiasobenych bakterii rodu Campylobacter se v CR
pohyboval mezi lety 2001 — 2010 v rozmezi 20 063 — 30 268 nemocnych osob za rok (Epidat, SZU).
Prevenci vyskytu Campylobacter spp. je dukladné tepelné opracovani potravin, zamezeni kiizové
kontaminace v pribéhu zpracovani a skladovani potravin, dodrZovani nejen sanitace a desinfekce
v pribéhu produkce a zpracovani potravin, ale i osobni hygieny osob zpracovavajicich potraviny.
Kampylobaktery se rychle §ifi v rdmci intenzivnich chovili driibeze béhem nékolika dnil a byvaji ziidka
zjistény pred druhym az tfetim tydnem véku (Newell and Fearnley, 2003). Sifeni organismu zvysuje
koprofagie a ptenos z jedince na jedince fekalné-oralni cestou (Newell and Fearnley, 2003). V piipadé¢
pastvy ve volném vyb¢hu je velmi slozité zabranit vysoké trovni kontaminace C. jejuni a C. coli (Van

Overbeke et al., 2006).

2.2.4  Clostridium perfringens

C. perfringens je relativné velka, nepohybliva, Gram-pozitivni, sporulujici, striktné anaerobni ty¢inka
z ¢eledi Bacillaceae, ktera na agaru tvoii velké, pravidelné, okrouhlé, lehce lesklé kolonie. Bakterie
roste za teploty 15 az 50 °C, s optimem mezi 37 °C a 45 °C pro vétSinu kment. Schopnost tvofit

termorezistentni endospory a Siroké teplotni rozmezi, ve kterém je mikroorganismus schopny rist jsou
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vlastnosti, které mu umoznuji se mnozit a prezivat v rozlicném prostfedi. Endospory jsou Casto $irsi
nez vegetativni organismy, ve kterych vznikaji, ptficemz bunky maji charakteristické tvary vietena
nebo klostridiové formy. Klostridie jsou v pfirodé hojné rozsifena prave diky schopnosti tvofit odolné
endospory. C. perfringens je prakticky vSudypfitomna bakterie, je mozné ji nalézt v pudé, vode,
mléce, prachu, moiském sedimentu, odpadni vode¢, stejn¢ jako ve stieve lidi a zvitat a télech hmyzu.
Vyskytuje se hlavné v padé, vodnich usazeninach a v gastrointestinalnim traktu zvitat. C. perfringens
ma nekolik vlastnosti, které vyznamné ptispivaji k jeho schopnosti zptisobit alimentarni onemocnéni.
ke kontaminaci potravin. Dal§im divodem je jeho schopnost vytvafet termorezistentni spory,
umoznujici prezivani v riznych prostredich, vCetné nedostatecn¢ uvafeného masa a nespravnych
sterilizaénich technik. C. perfringens ma také schopnost rychlého riistu v potravinach a mnozstvi mtize
dosahnout takového poctu bakterii, které je schopnost zptsobit alimentarni otravu. Posledni dulezitou
vlastnosti C. perfringens je produkce ve stievech aktivniho enterotoxinu (CPE), ktery je odpovédny za
symptomy typické pro gastrointestinalni alimentarni otravu.
C. perfringens je puvodcem napiiklad plynaté snéti a velmi vzacného onemocnéni u lidi, nekrotické
enteritidy (zpisobuje ji typ C). Tato bakterie je také ptivodcem mnoha chorob zvitat, jako jsou

enterotoxémi€ a nekroticka enteritida u ptakti v€etné drubeze.

2.2.5 Mycobacterium sp.

Mykobakterie jsou mirné zakfivené tyCinky 0,2-0,7 x 1,0-10 um, n€kdy maji tendenci k vétveni.
Velmi obtizné se barvi podle Grama, obvykle se jevi jako slabé gramnegativni. Charakteristicky pro

né je pomaly rast v podminkach in vitro. Typovym druhem je Mycobacterium tuberculosis, pivodce

ey

tuberkulézy (Holt et al., 1994). V pfirodé jsou rezervoarem tuberkuldzy divoce Zijici zvitata, v Evropé
hlavné jezevec (Meles meles). Tato zvifata vylucuji infekéni agens vykaly a moéi a teoreticky tak

mohou znecistit pastviny pro skot (Hinton, 2000).

2.2.6  Listeria sp.

Zastupci rodu Listeria jsou pravidelné ty¢inky o velikosti 0,4-0,5 X 0,5-2 um. Jsou grampozitivni,
pohyblivé a fakultativn€ anaerobni. Optimalni kultivacni teplota je 20-25 °C. Listerie jsou Siroce
roz§ifeny ve vnéjsim prostiedi, vyskytuji se pravidelné napt. v kazici se zeleniné. Typovym druhem je
Listeria monocytogenes, ktery ptisobi celkova septickd onemocnéni, vétSinou u imunitné oslabenych
lidi (Holt et al., 1994). Vyskytuje se celosvétove, v ptirode jsou rezervoarem listerii hlodavci, ktefi se
na podzim stahuji do zemédélskych objektil, kde infikuji krmiva, listeriézy mivaji proto v nasich
podminkach sezonni vyskyt (Hejlicek and Vrtiak, 1982).



Experimentalni ¢ast

3.1 Pokus I: Sledovani vlivu pastevniho vykrmu a hustoty osdadky kuiat na pocty
bakterii ve slepém stievé

3.1.1 Metodika pokusu |

Do pokusu I byli pouziti jednodenni pomalu rostouci kohoutci Hubbard JA757 v poctu 225
kust. Kufata byla rozdélena do 3 skupin po 90, 45 a 90 jedincich. Do 4 tydnt véku, tj. 28 dni, byla
ustdjena v boxech na podestylce v pokusné stdji dribeze, kde byl simulovan denni rezim v délce trvani
16 h. Od 29. dne véku byly 2. a 3. skupina 0 45, resp. 90 kusech ustajeny v mobilnich ohradkach na
pastvé v arealu farmy Netluky. Prvni skupina 90 kohoutkii zlistala v pokusné stéji na podestylce jako
kontrolni skupina. Krmné smési BR1, BR2, BR3 podle vlastni receptury byly ziskdny z vyrobny
krmnych smési Sehnoutek a synové s.r.o. (tabulka 1). Kufata byla do véku 28 dni krmena smési BR1
(starter), od 29.-42. dne véku byla krmena smési BR2 (grower) ad libitum a od 43. dne véku do 56 dni
véku byla krmena smési BR3 (finisher). Mobilni ohradky byly na pastviné pfesouvany dvakrat denné
za Ucelem zajisténi Cerstvé pastvy. Dominujicimi travinami na pastviné byly jilek vytrvaly Lolium
perenne (odrida Merlinda), kostfava lu¢ni Festuca pratensis (odrida Kolumbus), jetel luéni Trifolium
pratense (odriida Violetta) a mezidruhovy hybrid kostfavy a jilku Festulolium (odrada Felina).
Posledni den pokusu bylo z kazdé skupiny porazeno 18 kohoutktl, byla jim odebrana slepa stieva.
Z nich bylo ziskéno po 1 g vzorku traveniny, ktera byla nasledn€¢ homogenizovana, a bylo provedeno
desitkové fedéni za tcelem dosazeni optimalni koncentrace pro nasledny vysev na selektivni agarové
pudy (tabulka 2). Pocty bakterii byly stanovovany jako log CFU na gram trdveniny. Sledovany byly
pocty koliformnich bakterii, celkovych anaerobi, bakterii mlécného kvaseni, kampylobakter a
salmonel. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno s pomoci SAS verze 9.3 (2011) s pouzitim one-way
ANOVA a Scheffého metody jako nasledného post hoc testu.
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Tabulka 1. SloZeni krmnych smési

Komponenta (%) BR1 BR2 BR3
Sojovy extr. §rot 36 24,8 21,5
Kukufice 27,75 21,00 21,00
PSenice 29 42 48,67
PSenicné otruby - 50 3,96
Repkovy olej 3 3 1,8
Chlorid sodny 0,3 0,3 0,3
Dihydrogenfosfore¢nan vapenaty 1,3 1,1 0,75
Vapenec mlety 1,7 1,85 1,25
Aminovitan BR1-BR3 0,5 0,5 0,5
L-Lys HCI 0,13 0,21 0,1
DL-methionin 0,29 0,21 0,17
L-threonin 0,03 0,03 -

Tabulka 2. Seznam Zivnych pud, dopliiki a kultiva¢nich podminek (dodavatel Oxoid CZ, s.r.o.,

Brno)
Bakterialni skupina Agary + dopliiky Te(,:hmka Kultiva¢ni podminky
vysevu

koliformy MacConkey agar No.3.| roztér |aerobné, 37 °C,24h
(CMO0115)

Salmonella spp. X.L.D. agar (CM0469) roztér |aerobng, 37 °C, 24 h

Campylobacter spp. Campylobacter agar base| roztér |mikroaerofilng,
CM0689 + Preston 37°C,48 h
campylobacter selective
supplement (SR 117) +
Laked horse blood
(SR0048)

obecné anaeroby Wilkins-Chalgren anaerobe| roztér |anaerobné, 37 °C, 48 h
agar (CM0619)

bakt. mlééného kvaseni M.R.S. agar (CM0361) preliti | anaerobnég, 37 °C, 48 h

3.1.2

Vysledky pokusu I

Metodou piimé kultivace byly ve slepych stfevech kohoutkl stanoveny pocty koliformnich
bakterii, celkovych anaerobti, bakterii mlééného kvaseni a kampylobakterd. Salmonely nebyly
nalezeny. Koliformy dosahovaly poétd v rozmezi 10’-10° CFU na gram vzorku, celkové anaeroby
priblizng 10%-10° a bakterie mlééného kvaSeni kolem 10° na gram vzorku (obr. 1). Statisticky

vyznamny rozdil byl pozorovan u koliformnich bakterii. V porovnani s poéty koliformi u kuftat
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ustajenych na podestylce byly pocty koliformnich bakterii u obou pastevnich skupin vyznamné
snizeny (P = 0,0001). U anaerobt a bakterii mlé¢ného kvaSeni nebyl zadny rozdil patrny (P > 0,05).
Kampylobaktery byly nalezeny pouze u kohoutkil z pastvy v rozmezi 10°-10° na gram, a to vzdy jen
u 5 z 18 kurat v kazdé skuping.

Obr. 1. Pocet bakterii (log CFU/g) ve slepém stirevé kohoutkii v zavislosti na zpiisobu chovu
(indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

10,5

B stdj
(podestylka)

M pastva po 45
ks (mobilni
box)

log CFU

I pastva po 90
ks (mobilni
box)

koliformy anaeroby bakterie mlé¢ného
kvaseni

3.2  Pokus II: Sledovani zmén mikrobioty stiev pastevnich kurat riiznych genotypii

3.2.1 Metodika pokusu Il

Do pokusu IT byli pouziti jednodenni, pomalu rostouci kohoutci Dominant v po¢tu 300 kust. Kutata
byla dle genotypu rozdélena do 3 skupin po 100 ks dle hybrida (Dominant sussex, Dominant hnédy,
Dominant tinted). Do 7 tydnt véku, tj. 49 dni, byla ustajena v boxech na podestylce v pokusné staji
dribeze. Od 50. dne véku byla ustijena v mobilnich ohradkach na pastvé v aredlu farmy Netluky.
Krmné smési BR1, BR2, BR3 dle vlastni receptury byly ziskany z vyrobny krmnych smési Sehnoutek
a synové s.r.o. Kurata byla do v€ku 28 dni krmena smési BR1 (starter), od 29.-70. dne véku byla
krmena smési BR2 (grower) ad libitum a od 71. dne véku do 77 dni véku byla krmena smési BR3
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(finisher). Pocty bakterii byly stanovovany jako log CFU na gram traveniny. Sledovany byly poéty
koliformnich bakterii, celkovych anaerobi, bakterii mlééného kvaseni, kampylobakterii a salmonel ve
slepych stievech a predni ¢asti ilea. Pouzita zivna média a podminky kultivaci byly shodné s pokusem
I a jsou uvedeny vyse v tabulce 2. Porovnavany byly pocty bakterii mezi jednotlivymi genotypy na
zacatku a ke konci pastvy a také pocty bakterii pro kazdy genotyp na zaCatku a ke konci pastvy.
Statistické vyhodnoceni bylo provedeno s pomoci SAS verze 9.3 (2011) s pouzitim one-way ANOVA
a Scheffého metody jako nasledného post hoc testu.

3.2.2  Vysledky pokusu Il

Pied pastvou mezi genotypy nebyly v tenkém stievé zjistény zadné rozdily, po pastvé mél genotyp
Dominant hnédy o fad vice koliformi nez Dominant tinted (P = 0,0423; obr. 2), poCty anaerobu a
bakterii mlééného kvaSeni nevykazovaly zaddny rozdil mezi genotypy (P > 0,05; obr. 3 a 4). Sussex
mél cca o fad vic kampylobakterd neZ ostatni genotypy (P = 0,0077; obr. 5). Koliformy nasledkem
pastvy signifikantné poklesly o ¥ad u genotypu Dominant tinted (P = 0,0004; obr. 6). Anaeroby se
signifikantné snizily u vech genotypt (obr. 7) — Dominant hnédy (P = 0,0006), sussex (P = 0,0124) a
tinted (P = 0,0017). Pocet bakterii mlécného kvaseni vzrostl u genotypu D. hnédy o 0,6 fadu (P =
0,0003) a ugenotypu sussex skoro ojeden ¥ad (P = 0,0001; obr. 8). Poéty kampylobakteri se
signifikantné sniZily téméf o ¥ad u genotypu tinted (P = 0,0020; obr. 9).
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Obr. 2.: Pocet koliformii (log CFU) v tenkém sti‘evé kohoutkii v zavislosti na genotypu (indexy

ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

koliformy

B Dominant sussex

B Dominant hnédy

= Dominant tinted

7 tydn( 11 tydnt

Obr. 3. Pocet anaerobi (log CFU) v tenkém stifevé kohoutki v zavislosti na genotypu

anaeroby
10,5
10
2 9 B Dominant sussex
o
Y 9 B Dominant hnédy
m Dominant tinted
8,5 -
8 -
7 tydn( 11 tydn(
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Obr. 4. Pocet bakterii mlééného kvaseni (log CFU) v tenkém sti‘evé kohoutku v zavislosti na

genotypu

bakterie mlécného kvaseni

B Dominant sussex

B Dominant hnédy

log CFU

= Dominant tinted

7 tydn( 11 tydn(

Obr. 5. Poéet kampylobakteri (log CFU) v tenkém stievé kohoutki v zavislosti na genotypu
(indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

kampylobaktery

B Dominant sussex

B Dominant hnédy

log CFU

m Dominant tinted

7 tydn( 11 tydn(
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Obr. 6. Pocet koliformii (log CFU) v tenkém stievé kohoutki v 7. a 11. tydnu (pi‘echod na pastvu

a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

koliformy

7 tydnQ
m 11 tydnd

Dominant sussex Dominant hnédy Dominant tinted

Obr. 7. Pocet anaerobi (log CFU) v tenkém stievé kohoutkii v 7. a 11. tydnu (pFechod na pastvu

a 4 tydny na pastvé€) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

anaeroby

10,5
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log CFU

11 tydnd

Dominant sussex Dominant hnédy Dominant tinted
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Obr. 8. Pocet bakterii mlééného kvaseni (log CFU) v tenkém sti‘evé kohoutki v 7. a 11. tydnu

(pfechod na pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

bakterie mlécného kvaseni

7 tydnQ
m 11 tydna

log CFU

Dominant sussex Dominant hnédy Dominant tinted

Obr. 9. Pocet kampylobaktera (log CFU) v tenkém sti‘evé kohoutki v 7. a 11. tydnu (piechod na

pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

kampylobaktery

7 tydn(

log CFU

H 11 tydnl

Dominant sussex Dominant hnédy Dominant tinted
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V ptipad¢ slepého stfeva se po pastvé se kromé kampylobakterti pocty bakterii mezi genotypy nelisily
(P >0,05; obr. 10, 11, 12). Pted pastvou byl statisticky vyznamny rozdil v po¢tu kampylobaktert mezi
genotypy Dominant tinted a hnédy (P = 0,0318; obr. 13). Nasledkem pastvy se signifikantné snizil
pocet koliformnich bakterii u v§ech genotypi (D. hnédy P = 0,0382; sussex P = 0,0355; tinted P =
0,0006; obr. 14). Pocet anaerobu u genotypu D. tinted se pastvou signifikantné zvysil o 0,4 fadu (P =
0,0030; obr. 15), u dalsich genotypti byly poéty nezménéné. K navyseni poctu bakterii mlé¢ného
kvaSeni o 0,3-0,4 tadu doslo u genotypu sussex (P = 0,0478) a tinted (P = 0,0118; obr. 16). Pocty
kampylobaktert se signifikantné sniZily téméf o fad u genotypu tinted (P = 0,0020; obr. 17).

Obr. 10. Pocet koliformu (log CFU) ve slepém stievé kohoutkii v zavislosti na genotypu

koliformy

s | 1

® Dominant sussex

B Dominant hnédy
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Obr. 11. Pocet anaerobii (log CFU) ve slepém stirevé kohoutkii v zavislosti na genotypu

log CFU
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Obr. 12. Pocet bakterii mlécného kvaSeni (log CFU) ve slepém stievé kohoutkii v zavislosti

na genotypu

bakterie mlécného kvaseni
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m Dominant tinted

7 tydn( 11 tydn(

Obr. 13. Pocet kampylobakterta (log CFU) ve slepém sti‘evé kohoutku v zavislosti na genotypu

(indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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Obr. 14. Pocet koliformu (log CFU) ve slepém stievé kohoutka v 7. a 11. tydnu (piechod na

pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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Obr. 15. Pocet anaerobi (log CFU) ve slepém stirevé kohoutkd v 7. a 11. tydnu (prechod na

pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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Obr. 16.: Pocet bakterii mlééného kvaseni (log CFU) ve slepém stievé kohoutkii v 7. a 11. tydnu
(piechod na pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)

bakterie mlécného kvaseni
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Obr. 17. Poc¢et kampylobakterii (log CFU) ve slepém stievé kohoutkt v 7. a 11. tydnu (prechod
na pastvu a 4 tydny na pastvé) (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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3.3  Pokus III: Sledovdni vlivu pastevniho vykrmu na mikrobiotu stiev nosnic

3.3.1 Metodika pokusu Il

Do pokusu Il bylo pouzito 180 nosnic genotypu Hisex hnédy ve ve€ku 20 tydnt. Kutice byly
rozdéleny do tii skupin po 60 kusech liSicich se zpusobem ustajeni. Prvni dvé skupiny byly ustajeny
na podestylce s vybéhem v arealu pro tcelové hospodatstvi VUZV v Praze Uhiinévsi. Nosnice v prvni
skupiné mély volny pfistup na travni porost po celou dobu pokusu, a to v dobé od 6 do 20 h. Druha
skupina méla ve stejné dob& piistup pouze do pevného vyb&hu. Tieti skupina byla umisténa
v provoznich podminkach v obohacenych klecovych systémech v Podniku pro vyrobu vajec
v Kosic¢kach, s.r.o. Nosnice ve vSech systémech ustajeni byly od 21. do 37. tydne v€ku krmeny
komer¢ni krmnou smési N1K start plus a poté od 38. do 45. tydne véku komeréni krmnou smési N1K
start (slozeni smési v tabulce 3). Svételny den u skupiny 1 a 2 trval v souladu s ro¢nim obdobim a
kurnik nebyl uméle osvétlovan. Svételny den ve tieti skupiné odpovidal standardnim podminkam pro

chov nosnic v provozu podniku.

Pocty bakterii byly stanovovany jako log CFU na gram traveniny. Sledovany byly pocty koliformnich
bakterii, celkovych anaerobtl, bakterii mlééného kvaseni, kampylobakterti a salmonel ve slepych
sttevech a predni ¢asti ilea ve 24. tydnu pied rozdélenim do skupin a ve 45. tydnu po ukonceni
pokusu. Pouzita Zivnd média a podminky kultivaci se shodovaly s pokusem I a jsou uvedeny vyse
v tabulce 2. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno s pomoci SAS verze 9.3 (2011) s pouzitim one-
way ANOVA a Scheffého metody jako nasledného post hoc testu.

Tabulka 3. SloZeni krmnych smési (dodavatel Cerea a.s., Pardubice)

Slozka (jednotka) N1K start plus N1K start
Metabolizovatelna energie (MJ/kg) 11,158 9,725
Susina (g/kg) 887,27 879,51
Dusikaté latky (N x 6,25) (g/kg) 144,43 163,7
Vlaknina (g/kg) 36,62 41,13
Vapnik (g/kg) 35,378 38,12
Fosfor (g/kg) 4,945 4,864
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3.3.2  Wysledky pokusu III

V tenkém stfevé nebyla zjisténa pritkazna zména pro koliformy, anaeroby a kampylobaktery (obr. 18,
19, 21), zato byl zjistén signifikantni nartist poétu bakterii mlééného kvaseni o jeden fad ve skupiné

s volnym vstupem na pastvu oproti poc¢atku pokusu ve 24. tydnu (P = 0,0051; obr. 20).

Obr. 18. Pocet koliformi (log CFU) v tenkém stievé nosnic v zavislosti na zptiisobu chovu
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Obr. 19. Poclet anaerobii (log CFU) v tenkém stievé nosnic v zavislosti na zptisobu chovu
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Obr. 20. Pocet bakterii mlécného kvaseni (log CFU) v tenkém stievé nosnic v zavislosti na

zpusobu chovu (indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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Obr. 21. Pocet kampylobakteri (log CFU) v tenkém stievé nosnic v zavislosti na zpiisobu chovu
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Ve slepém stievé byl jedinym signifikantnim rozdilem pocet koliformnich bakterii (P = 0,0015),
skupina v obohacenych klecich se vyznacovala o jeden a pull fadu niz8im poétem nez skupina
somezenym pevnym vybéhem (obr. 22). V pfipadé anaerobu, bakterii mlécného kvaseni a

kampylobakterd nebyly v poctech bakterii zjistény prikazné rozdily (P > 0,05; obr. 23, 24, 25).

Obr. 22. Pocet koliformi (log CFU) ve slepém stievé nosnic v zavislosti na zpilisobu chovu

(indexy ilustruji signifikantni rozdily mezi skupinami)
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Obr. 23. Pocet anaerobii (log CFU) ve slepém stirevé nosnic v zavislosti na zpisobu chovu
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Obr. 24. Pocet bakterii mlééného kvaseni (log CFU) ve slepém stievé nosnic v zavislosti na

zptusobu chovu
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Obr. 25. Pocet kampylobakteri (log CFU) ve slepém sti‘evé nosnic v zavislosti na zptisobu chovu
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U z&dného zvifete nebyly zjistény salmonely. Na rozdil od pokust I a II nebyla prokézana souvislost

snizeni poctu koliformnich bakterii s pastevnim vykrmem.

4  Shrnuti a diskuze

V této studii byl pozorovan vliv pastevniho vykrmu na mikrobiotu slepych sttev kohoutkd. U prvniho
pokusu byl vyznamny rozdil v poctech koliformnich bakterii, coz bylo potvrzeno i v pokusu II.
Ve shod¢ s nasimi vysledky si Losa a Koéhler (2001) a Tucker (2002) vSimli snizeni poctu koliformt
v kufatech krmenych esencialnimi oleji, které se mohou vyskytovat ve spasané vegetaci. V pokusu IlI
byl po jeho skonceni zjistén prokazatelné nizs$i pocet koliformnich bakterii ve slepém stfevé nosnic
z omezeného vyb&hu oproti nosnicim v obohacenych klecich. S moznym vysvétlenim tohoto jevu
antibakteridlnich latek ve spasanych rostlinach, které selektivné potlacuji grampozitivni bakterie.
Obecné lze fici, ze niZsi poCty anaerobl u pastevnich kufat souvisi s niz§im pfijmem méné vyzivove

hodnotnych materiald, které slouzi jako substrat pro stievni mikrobiotu (Bjerrum et al., 2006). Tucker
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(2002) zjistil souvislost mezi piijmem rostlinnych esencialnich olejii V potravé se zvySenim poétu
laktobacild az na 10° CFU/g. Casagrande Proietti et al. (2009) provedli biochemickou charakterizaci
stitevni mikrobioty a nezjistil Zadné vétsi rozdily mezi kutaty z pastvy a z konvenéniho chovu. Kaplan
and Hutkins (2000) pfisli s teorii, Ze vlaknina ve stravé je pfednostné vyuZivana bakteriemi rodu
Lactobacillus, coz vede k produkci kyseliny mlécné a mastnych kyselin s kratkym fetézcem, a prave
tyto latky dokazi inhibovat salmonelu. Dale mize vlaknina vést k udrzovani normalni mikrobialni
populace v zazivacim traktu ptaktt (Woodward et al., 2005; Dunkley et al., 2007). Jelikoz
kampylobaktery patii mezi béZné komenzalni mikroorganizmy u kufat, vétSina studii potvrzuje
piitomnost kampylobakterti u driibeze nezavisle na tom, z jakého typu chovu pochazeji (Han et al.,
2009; Hanning et al., 2010). V pokusu | byly kampylobaktery zjistény pouze u pastevnich kufat. To se
da vysvétlit tim, Ze ptaci na pastvé se mohou snadno dostat do styku s divokymi ptaky, ktefi jsou

velmi znamymi piena$eéi kampylobakteru.

Jelikoz je stale jest¢ minimaln€¢ 80 % bakterii v uritych nikach tradicné nekultivovatelnych
(Schabereiter-Gurtner et al., 2001), proto je piipadné pouziti modernich molekularné-biologickych

metod pro stanoveni stievni mikrobialni diverzity zddouci a nékdy i nezbytné.

S5 Zavér

Experimentalni ¢ast studie prokazala, ze pastevni vykrm do jisté miry ovliviluje stfevni mikrobiotu.
Prvni dva pokusy shodn¢ odhalily vliv pastvy na snizeni koliformnich bakterii ve slepych stfevech
kohoutkd. U nosnic z pokusu III doslo naopak k jejich zvySeni. Nejvyssi mérou na pastevni vykrm
reagoval genotyp Dominant tinted, doslo k vyznamnym zménam v poétech bakterii v tenkém i slepém
sttevé. Vysledky navic indikuji moznost, ze pastva podporuje nariist prospésnych bakterii mlééného

kvaseni, coz jednozna¢né potvrdil pokus 111, nebo alespoii nesnizuje jejich pocty.
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