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SOUHRN

Probiotika a jina krmna aditiva zlepSujici zdravotni stav hospodaiskych zvifat ziskavaji v oblasti
vyzivy hospodaiskych zvifat stale v&tsi pozornost. Miya-Gold® je jednim z t&chto aditiv.
Obsahuje spory probiotického kmene bakteric Clostridium butyricum MIYAIRI 588 jako
uc¢innou slozku a slouzi jako stabilizator stfevni mikrobioty. Cilem této studie bylo ovéfit vliv
Clostridium butyricum na stfevni mikrobiotu a mikrobiotu volete a na uzitkovost brojlerd.
Hypotézou bylo, ze zvifata v pokusné skupiné¢ budou mit vyssi ptirtstky a stabilni stfevni
mikrobiotu. Po vétSinu pokusu dni byly zjistény statisticky vyznamné vyssi (P < 0,05) primérné
hmotnosti brojlerovych kutat krmenych pokusnou smési. Zaroven byly u pokusné skupiny
analyzou mikrobioty zjiStény statisticky vyznamné nizsi (P < 0,05) pocty Escherichia coli ve
slepém stfevé ve voleti. U vzorki byla rovnéz provedena analyza t€kavych mastnych kyselin, pii
které byl zjistén statisticky vyznamné vys$si (P < 0,05) obsah kyseliny maselné u pokusné
skupiny. Podobnych vysledkl bylo dosazeno i v pokusu na selatech. Selata v pokusné skupiné
vykazovala vyznamné niz§i (P < 0,05) poCty Escherichia coli ve slepém stfevé. Vysledky
naznacuji schopnost probiotického kmene Clostridium butyricum MIYAIRI 588 pfiznivé ovlivnit

stftevni mikrobiotu a uzitkovost hospodaiskych zvitat.



ABSTRACT

Probiotics and other health-promoting additives are becoming more important in the area of
animal nutrition. Miya-Gold® is one of these additives. It contains viable spores of probiotic
Clostridium butyricum MIYAIRI 588 strain as an active substance. Its purpose is to stabilize the
gut microbiota of the animal. The aim of this study was to evaluate the influence of Miya-Gold
on intestinal and crop microbiota of broiler chickens and on their performance. The hypothesis
was that individuals fed with Miya-Gold will have higher growth rates and more stable intestinal
microbiota. We found statistically significantly higher (P < 0.05) average weights of individuals
fed by feed mixture enriched by Miya-Gold® than in the control group at the day 7, 10, 20 and
49. By the analysis of microbiota we found at the day 42 statistically significantly lower (P <
0.05) amounts of Escherichia coli in the caecum and in the crop and also lower pH in the crop in
the Miya-Gold group. The analysis of short-chain fatty acids was also performed and we found
statistically significantly higher (P < 0.05) amount of butyrate in the caecum of Miya-Gold group.
Similar results were found in the experiment on piglets where piglets fed by feed mixture
enriched by Miya-Gold® had significantly lower counts (P < 0.05) of E. coli in their caeca. The
results indicate the ability of Miya-Gold to affect positively the performance and the intestinal

microbiota of farm animals.



UvVOD

Moderni velkochovy dribeze jsou komplexnimi systémy, které kladou nejvétsi diraz na
efektivitu produkce. Brojlerova kufata jsou vyslechténa v zajmu vysoké masné uzitkovosti a
veskeré zpiisoby chovu jsou podiizeny tomuto aspektu. V dusledku toho jsou zvitfata nachylna ke
kolonizaci patogennimi bakteriemi. Od roku 2006 vstoupil v platnost zakaz uziti antibiotik ke
krmnym ucelim, coz zvysilo poptavku po alternativnich 1écebnych produktech a rovnéz
motivovalo chovatele ke zlepseni podminek chovu.

Nyni je chovatelim nabizena pestra paleta krmnych doplnkti na bazi rostlinnych extrakti,
minerdlnich latek, enzymi a probiotik. Jako probiotika jsou oznaCovany Zivé mikroorganismy,
které, pokud jsou podany v adekvatnim mnozstvi, piispivaji ke zdravi hostitele. Pro chovy
driibeZe jsou vyuzivany probiotické mikroorganismy roda Lactobacillus, Bacillus, Enterococcus
nebo Saccharomyces. Tato studie ale bude zaméfena na netradi¢ni druh probiotika, bakterii rodu
Clostridium. Bakterialni kmen v této studii pochazi z Japonska a nasel své uplatnéni v i humanni
a veterinarni medicin€. V poslednich letech je zavadén na evropsky trh.

Ve studii jsou shrnuty zadkladni poznatky o probioticich pro hospodarska zvirata. Velka cast
studie je pak vénovana bakteriim rodu Clostridium a jejim probiotickym vlastnostem, které jsou

ve studii otestovany na brojlerovych kuratech a na selatech.



STREVNI MIKROBIOTA A UZITKOVOST BROJLEROVYCH KURAT

Stfevni mikrobiota je dilezitym faktorem, ktery ovlivituje zdravi kazdého jedince tim, Ze
chrani jeho t€lo pfed riznymi nemocemi (Guarner a Malagelada 2003), pfeménuje nestravitelné
sacharidy na tékavé mastné kyseliny, syntetizuje nékteré vitaminy a metabolizuje nékteré
cizorodé latky (Cummings a Macfarlane 1997). Oxidace tékavych mastnych kyselin piitom
poskytuje 60 — 70 % energie pro enterocyty (Roediger 1995), piicemz butyrat je v tomto ohledu
majoritnim zdrojem a to i v pfipadé, ze jsou k dispozici jiné zdroje energie, jako tieba glukosa,
nebo glutamin (Roediger 1980). Tékavé mastné kyseliny maji rovnéz vliv na slozeni mikrobioty
lumenu a udrZeni homeostaze (Kubena et al. 2001). Dilezity vyznam ma i stfevni mukosa, ktera
chrani stfevo ptfed antigeny a patogeny alimentarniho ptuvodu (Carroll et al. 1984). V pribéhu
evoluce si mukosa ve stievé vyvinula schopnost rozpoznat patogenni bakterie a u¢inné proti nim
zasdhnout V podobé imunitni odpovédi. Naopak, hojné pfitomné komensalni bakterie tyto
mechanismy neaktivuji (Abreu et al. 2001).

Molekularné-genetické analyzy mikrobioty monogastri odhalily, ze ekosystém
gastrointestinalniho traktu zivocicht ¢ita stovky riznych druht mikroorganismu, dilezitych pro
hostitelsky organizmus (Zhu et al. 2002). Stfevni mikrobiota, kterd se samovolné vyviji
V travicim traktu, je obvykle velmi stabilni. NaruSenim wvné&jSich faktorti, napt. piehnanou
hygienou, antibiotickou lécbou, nebo stresovanim, miize byt tato rovnovéha narusena.
V piirozenych podminkach ziskdva jedinec svou mikrobiotu hlavné od matky. U komercné
odchovanych kutat je vSak tento cyklus narusen, kufata jsou chovéna v uméle vytvorenych
podminkach cistych inkubdatorii, kde se kufe nesetka s mikrobiotou pfirozenou travicimu traktu
(Lutful Kabir 2009).

Moderni velkochovy driibeze jsou béZnym prostiedkem ziskavani dribeziho masa ve
vSech zemich vyspé€lého svéta. Velkochovy jsou charakteristické svymi rozlehlymi halami, ve
kterych je dribez casto vystavena stresujicim podminkdm, které vedou k poSkozeni zdravi
chovanych jedinct a tim 1 k ekonomickym ztratam. V pribéhu let minulych se hrozici nemoci
kontrolovaly uzivanim 1é¢ebnych piipravki, mimo jiné i antibiotik. Preventivni uzivani antibiotik
latek ma4 ale za nésledek sniZzovani jejich G€innosti diky schopnosti bakterii ziskavat na tyto latky
rezistenci. Pfedev§im z tohoto diivodu vstoupil v roce 2006 v G¢innost zdkaz uzivani antibiotik
k preventivnim ucelim (EU 2001). V dasledku toho zvysili producenti zajem o alternativni

zpusoby 1é¢by a zacali klast vétSi dlraz na prevenci onemocnéni chovanych zvifat. Jednou



Z téchto moznosti je uziti probiotik. V¢asné podani probiotickych bakterii je u dribeze zadouci uz

jen kvuli tomu, ze kontakt s matkou je u kufat v modernich odchovech nulovy (Fuller 2001).
PROBIOTIKA

Koncept zdravi prospéSnych bakterii, produkujicich Ziviny pro bunky, ochraiujicich
stievni epitel kompetici a produkci dulezitych latek, nastolil mySlenku uZiti probiotik. Probiotika
jsou zivé mikroorganismy, které, pokud jsou podany v adekvatnim mnozstvi, ptispivaji ke zdravi
hostitele (FAO/WHO 2001). Probiotika jsou spojovana predev§im se stabilizaci stfevni
mikrobioty a simunomodula¢nimi G¢inky. Dale je znama jejich schopnost kompetice
S patogennimi bakteriemi prostfednictvim produkce bakteriocinli a/nebo tékavych mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (Behnsen et al. 2013).

Na rozdil od antibiotik, jejichz cilem je mikroorganismy usmrtit, probiotika plisobi spise
preventivné. Vyuziti probiotik mé& dlouhou historii. Jiz od pradavna lidé konzumovali
fermentované mléko. Velky rozvoj uzivani probiotik ptiSel ale az v 60. letech dvacatého stoleti.
Prvnimi vyuzivanymi kulturami byly bakterie mlé&ného kvaseni (Rada a Splichal 2010).
Probiotickym se nemiize stat zdaleka kazdy mikroorganismus. Podle Lee a Salminena (1995)
musi byt probiotika rezistentni ke kyselindm a ke zluci, musi mit schopnost kolonizovat zaZivaci
trakt zvifete, a to minimalné piechodné. Daéle je doporuceno upiednostiovat kmeny
probiotickych bakterii, které maji schopnost adherovat na stievni buiiky a rovnéZz by tyto
mikroorganismy mély pulsobit antagonisticky proti patogennim bakteriim, a to produkci
antimikrobialnich latek a/nebo kompetici o substrat, nebo misto na epitelu. Zarovein musi byt
konzumace probiotik bezpe¢nd a zdravotni uc¢inky musi byt klinicky prokazané. Z hlediska
technologického a =z hlediska stability si musi probiotika zachovavat deklarovanou
zivotaschopnost, uchovavat dobré organoleptické vlastnosti po fermentaci, béhem skladovani
udrzovat mirnou, ale pfijatelnou kyselost, béhem vyroby a skladovani si zachovat schopnost
kolonizace a ve fermentovanych vyrobcich si musi béhem skladovani udrzovat stabilni pocetnost.
Identifikace kmenti musi byt presnd a také je tfeba znat tidaje o ucincich, které zaviseji na davce.
Jako probiotika by se mély pouZivat ty mikroorganismy, které jsou pfirozené travicimu traktu a
nejlépe pochézeji z traviciho traktu stejného Zivocisného druhu, kterému maji byt aplikovéna
(Rada a Splichal 2010). Dilezita je ale i funkénost probiotik, kterd je vyjadfena vyslednymi
vlastnostmi, které¢ jsou dany efektivnimi G¢inky a pouzitelnosti vyrobku (Mattila-Sandholm et al.

2002). Vliv na funkénost probiotik ma charakter pouzitych kmend a pouzitého krmiva, denni
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davka a stabilita produktu. Dale funk¢nost ovliviiuji i1 faktory pisobici pii vyrobé probiotik, jako
tteba pouzité kultivatni a konzervaéni technologie (lyofilizace, mrazeni, enkapsulace).
Technologické vlastnosti probiotik se pak zjistuji na zakladé senzorickych vlastnosti, rezistence
viici fagim, Zivotaschopnosti béhem vyrobniho procesu a béhem skladovani (Rada a Splichal
2010).

Casto se stava, Ze je z pochopitelnych divodt kladen piili§ velky diraz na technologické
vlastnosti, pfedevs§im na stabilitu produktu, zatimco pozadované in vivo u¢inky jsou opomijeny.
Diky tomu se naptiklad do probiotik pro hospodaiska zvifata piidava kmen Enterococcus
faecium M74, ktery je ale lidského ptivodu a u kterého neni prokazano, ze v travicim traktu zvitat
preziva. Dobfe ale snési lyofilizace a v probiotickych preparatech pieziva ve vysokych poctech.
Dalsim ukazkovym pftikladem je pouzivani Bifidobacterium animalis BB-12 v kysanych
mléénych vyrobeich s probiotickou kulturou. Tento kmen je naopak izolovan ze zvifat (Rada a

Splichal 2010).
PROBIOTIKA VE VYZIVE HOSPODARSKYCH ZVIRAT

V praxi se probiotika u hospodaiskych zvifat vyuzivaji pro zlepSeni jejich uzitkovosti
nebo zdravotniho stavu. Fuller a Tannock (1999) uvadéji jako mozné ucinky probiotik
nasledujici:

e V¢tsi odolnost proti infekénim onemocnénim

e Urychleni ristu

e ZlepSeni konverze krmiv

e Lepsi traveni krmiv

e Lepsi vstiebavani Zivin

e ZvysSeni produkce a kvality mléka, vajec, nebo masa

Probiotika jsou imunitnim systémem hostitele rozpoznavana stejné, jako je rozpoznan
patogenni organismus. Ten Casto méni imunitni odpovéd’ tak, aby byla sniZzena pravdépodobnost
jeho odhaleni nebo snizena imunitni odpoveéd’. Také probiotické mikroorganismy méni imunitni
odpovéd, avSak mutualistickym zplUsobem, vzajemnou spolupraci s imunitnim systémem

hostitele, ktery jim poskytuje bezpe&nou niku (Rada a Splichal 2010).



Typ mikroorganismu | Druhy

Lactobacillus acidophilus
L. casei

. delbrueckii subsp. bulgaricus
. rhamnosus

. reuteri

. plantarum

. fermentum

. brevis

. helveticus
Streptococcus termophilus
Lactococcus lactis
Enterococcus faecium

E. faecalis

Pediococcus pentosaceus
Bifidobacterium bifidum
B. pseudolongum

B. breve

B. thermophilum

Bacillus subtilis

B. cereus

B. toyoi

Ostatni bakterie | B. natto

B. mesentericus

B. licheniformis
Clostridium butyricum
Saccharomyces cerevisiae
Mikroskopické houby | Aspergillus oryzae
Candida pintolopesii
Tabulka 1: Mikroorganismy pouZzivané jako probiotika (Rada a Splichal 2010).

Bakterie mlééného kvaseni

rrrrrrrr

Bifidobakterie

Jak jiz bylo zminéno, jako probiotika by se mély pouZivat mikroorganismy vlastni
urcitému zivociSnému druhu. Pro lidské kojence jsou nejvhodnéjsi bifidobakterie, zatimco pro
selata a mladou driibeZ jsou nejefektivngjsi laktobacily (Rada a Splichal 2010). Probiotika jsou
zvitatim aplikovéana ve formé lyofilizovaného prasku, v pitné vod¢, ve formeé pasty nebo aerosolu
(Fuller 1992). Nejlepsim obdobim pro podani probiotik je co nejdiive po narozeni. Novorozena
zvitata maji prakticky sterilni travici trakt, a tudiz je pravdépodobnost kolonizace dodanymi

bakteriemi nejvyssi (Rada a Splichal 2010).



PROBIOTIKA PRO DRUBEZ

Travici soustava dribeze se oproti ostatnim vSezravym zivoc¢ichum lisi ve tiech
zvlastnostech: vakovitym vychlipenim hrtanu (voletem), dvéma oddily zaludku (Zlaznatym a
svalnatym) a dvéma slepymi stievy.

Vole je zasobni organ slouzici k uchovani potravy, ktera je zvlh¢ena piijatou vodou a
slinami. Nejsou v ném pfitomny zadné endogenni enzymy. Celkové pocty bakterii ve voleti se
blizi hodnoté¢ 9 log KTJ/g. Dominujicim druhem jsou laktobacily, které¢ se zde vyskytuji
v poétech 8 — 9 log KTJ/g zejména L. reuteri, L. crispatus a L. salivarius (Abbas Hilmi et al.
2007). Hlavnim mikrobialnim metabolitem ve voleti je tudiz kyselina mlééna, a to v koncentraci
100 — 180 mmol/L (Marounek et al. 1995). V zaludcich pocet mikroorganismi klesa, v tenkém
stieve pak stale dominuji laktobacily a pocet bakterii kaudalnim smérem roste. Kromé laktobacild
se vyskytuji i enterokoky a koliformni bakterie. V dolni ¢asti tenkého stifeva se objevuji striktni
anaerobové rodt Eubacterium, Propionibacterium, Clostridium, Gemmiger a Fusobacterium.
(Pearson et al. 1982). Nejvyssi pocty bakterii se vyskytuji ve slepych stfevech, kde jejich vyskyt
dosahuje hodnot az 11 log KTJ/g. Nejvice zastoupeny jsou rody Clostridium, Ruminococcus,
Lactobacillus a Bacteroides (Torok et al. 2011).

Mikrobiota traviciho traktu je ovliviilovana pfedev§im vékem a vyzivou. Ustaleni stievni
mikrobioty driibeze trva zhruba 4 — 6 tydni. Slozeni krmiva pak ovliviiuje hlavné proximalni
¢asti traviciho traktu, na mikrobiotu céka ma vliv malo. ZvySeni mnozstvi snadno zkvasitelnych
cukrit v krmivu vede Kk nartstu laktobacilti, zatimco obohaceni diety o proteiny jejich pocty
snizuje a vede naopak k narustu koliformnich bakterii a klostridii (Barrow 1992).

Modulace sttevniho obsahu Vv chovech driibeze neni novinkou: pfedstupném ustanoveni
koncepce probiotik byl mimo jiné objev, Ze Cerstvé vylihla kufata mohou byt ochranéna pted
kolonizaci Salmonella enteritidis davkou traveniny ze stieva zdravého dospélého jedince (Nurmi
a Rantala 1973). Ve vyzivé brojlerd jsou vyuzivany probiotické bakterie patfici k rodim
Lactobacillus, Streptococcus, Bacillus, Bifidobacterium, Enterococcus, Aspergillus, Candida, a
Saccharomyces. Tyto bakterie jsou u dribeze schopny modulace slozeni stfevni mikrobioty a
inhibice patogent, maji imunomodulacni u€inky, maji pfiznivy vliv na histologické parametry
stteva 1 na urCité biochemické ukazatele krve a v neposledni fadé maji pfiznivy vliv na
uzitkovost, kvalitu masa a senzorické parametry (Lutful Kabir 2009). Vysledky vsak nejsou

konzistentni. Z dostupnych poznatki se jako nejvhodnéjsi probiotika pro dribez jevi laktobacily,
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a to hlavné dribeziho pivodu. Nejlépe by se mély podavat co nejmladSim kufatim (Rada a
Splichal 2010).

Netradi¢nim, avSak potencialné vhodnym zdrojem probiotik jsou bakterie rodu
Clostridium. Klostridie jsou grampozitivni anaerobni ty¢inkovité bakterie, které tvoii
charakteristické spory. Vyskytuji se v pud¢, odpadnich vodach, travicim traktu lidi 1 zvitat,
moiskych sedimentech 1 kazicich se potravinach rostlinného 1 Zivocisného piivodu.
Nejzndméjsimi druhy klostridii jsou ty, které zplsobuji zdvaznd onemocnéni lidi i zvifat.
Nejcastéji se setkame s druhem Clostridium butyricum, ktery zahrnuje patogenni i nepatogenni
kmeny (Cassir et al. 2016).

PROBIOTIKA PRO PRASATA

Prasata jsou monogastrickd zvifata, u kterych jsou vSechny proximalni ¢asti traviciho
traktu relativné bohaté osidleny mikroorganismy, a to vcetné zaludku. Dominuji zde bakterie
mlécného kvaseni, hlavné laktobacily a enterokoky v poctech okolo 7 log KTJ/g. Laktobacily se
vyskytuji predev§sim na nesekretujici ¢asti zaludku, kde tvofi biofilm. K podobné adhezi
laktobacilti dochazi i na sténé tenkého stieva (MCcAllister et al. 1979; Fuller et al. 1978).
Relativné vysoké pH Zaludku usnadiiuje pieZivani bakterii mlé€ného kvaseni a jejich prechod do
tenkého stieva, které osidluji v hodnotach az 9 log KTJ/g (Jonsson a Conway 1992). V tlustém a
slepém stteveé dosahuji bakterie jako obvykle nejvyssich pocti — az 11 log KTJ/g. Zajimavosti je,
ze ve slepém stievé se vyskytuji hlavné gramnegativni bakterie, tak v tlustém jsou pocetnéjsi
naopak bakterie grampozitivni (Robinson et al. 1981; Salanitro et al. 1977). Mezi nejpocetné&jsi
rody patii Lactobacillus, Bacteroides a Clostridium. Bifidobakterie jsou zastoupeny v pomérné
nizkych poctech (Jonsson a Conway 1992; Mikkelsen et al. 2003). Podobné jako pro driibez se i
pro prasata pouzivaji jako probiotika nejCastéji bakterie mléEného kvaSeni, piedevSim
laktobacily. Vyuzivany jsou jak druhy pro prasata ptirozené (L. acidophilus, L. fermentum, L.
reuteri, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis), tak druhy neptivodni (L. plantarum, L.
helveticus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophilus), které jsou pouzivany

ke konzervaci krmiv a potravin (Jonsson a Conway 1992).
PROBIOTIKA PRO PREZVYKAVCE

Anatomie traviciho traktu piezvykavcu je, diky existenci pfedzaludkd, zna¢né odlisna od

vvvvvv
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ma obvykle objem 60 — 100 litra a ktery obsahuje az 11 log KTJ/g mikroorganismu.
Nejvyznamngj$imi jsou fibrolytické bakterie, predevSim gramnegativni celulolytickd bakterie
Fibrobacter succinogenes a grampozitivni Ruminococcus albus a Ruminococcus flavefaciens.
Tyto bakterie se podileji na rozkladu vlakniny, ktera tvoii podstatnou Cast dietarniho piijmu
piezvykavcei, a tim poskytuji hostiteli potfebnou energii. Mikrobialni sloZeni bachoru je velmi
riznorodé, svou roli zde hraji i pfitomné anaerobni houby a prvoci (Krause et al. 2003; Devillard
et al. 2003). V bachoru se pravidelné vyskytuji i metanogenni bakterie, které vytvareji metan
z oxidu uhlic¢itého a vodiku (Hook et al. 2010).

Mikrobiota bachoru je Spatné ovlivnitelna. Obsahuje totiz obtizné kultivovatelné bakterie,
a proto se pro manipulaci vétSinou pouzivaji latky nemikrobialniho charakteru.

Telata, stejné jako selata, trpi v raném véku prijmovymi onemocnénimi. Ty mohou byt
eliminovany podavanim bakterii mlééného kvasSeni, zejména rodu Lactobacillus a Enterococcus.

Dale se také podavaji bakterie rodu Bacillus (Quintero-Gonzalez et al. 2003).
PREBIOTIKA

Prebiotika jsou definovana jako selektivné fermentovatelné piisady, které umoziuji
specifické zmény jak ve sloZeni a/nebo v aktivité t¢ sttevni mikrobioty, ktera ma pfiznivy vliv na
zdravi hostitele (Roberfroid 2007). V podstaté jakakoli nestravena Zivina, ktera se dostane az do
stteva, je potencialn¢ prebiotickd. VeétSina latek, oznaCovanych jako prebiotické, jsou
nestravitelné sacharidy. Momentalné se jako prebiotické oznacuji fruktooligosacharidy, inulin,
laktulosa,  galaktooligosacharidy,  sojové  oligosacharidy, Isomaltooligosacharidy a
xylooligosacharidy. Prebiotickou aktivitu vykazuji i mlé¢né oligosacharidy. Ty jsou ale obtizné
ziskatelné a prozatim se komeréné nevyuzivaji.

Ve vyzivé hospodarskych zvifat se vyuzivaji hlavné inulin a s6jové oligosacharidy.
CLOSTRIDIUM BUTYRICUM JAKO PROBIOTIKUM

Clostridium butyricum je vétSinou komensalni kmen vyskytujici se v lidské i zvifeci
sttevni mikrobioté 1 v Zivotnim prostiedi. Zatimco nékteré kmeny byly, zvlasté u déti oznacCeny
jako patogenni, v asijskych zemich jsou nepatogenni kmeny pouzivany jako probiotikum (Cassir
et al. 2016). A to je pripad i kmene CBM 588 testovaného v této studii.

Clostridium butyricum CBM 588 (také oznacovan jako MIY AIRI 588, nebo FERM BP-
2789) byl izolovan v roce 1963 ze vzorku pudy v Naganu (Japonsko). Tento kmen ma v Asii
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dlouhou historii vyuziti jako probiotikum pro clovéka, coz dokladd mnoho studii. Seki et al.
(2003) dokazali, CBM 588 dokazal jednak snizit vyskyt prijmi zplsobenych antibiotiky u
lécenych déti, tak i zabranit poklesu pocti bifidobakterii u stejné skupiny. CBM 588 tak vyrazné
stabilizoval stfevni mikrobiotu u testovanych jedincti. Podobnych vysledkii doséhli i Imase et al.
(2008) u pacientt 1é¢enych s infekci zpusobenou Helicobacter pylori. Shimbo et al. (2005) také
vyuzili CBM 588 u pacienti 1é¢enych s H. pylori a zjistili, ze podani CBM 588 snizilo vyskyt
stfevnich potizi a rovnéz zabranilo redukci poc¢ti E. coli u 1é¢enych jedinct. V jiné studii byl
CBM 588 podavan pacientiim spolecné s antimikrobialnimi 1éky a byl sledovan vyskyt toxint
Clostridium difficile. Zatimco kontrolni skupina, ktera pfijimala pouze 1éky, méla ve stolici
znaény vyskyt téchto toxint, u pokusnych jedinct byl vyskyt ojedinély (Kuroiwa et al. 1990a). U
pacientii zivenych sondou CBM 588 pro zménu dokazal obnovit frekvenci, konzistenci a slozeni
stolice téméf az na stav pied zacatkem 1écby (Ito et al. 1997). Pasobeni CBM 588 proti
patogenum doklada i in vitro studie Kuroiwy et al. (1990), kteii jej testovali ve smiSenych
kulturach, a vyslo jim, ze CBM 588 inhiboval nékteré kmeny Vibrio cholerae, Aeromonas
hydrophila a Shigella flexneri.

Mnoho pokust bylo provedeno rovnéz na zvifatech. Okamoto et al. (2000) zjistili, ze
podavani CBM 588 zvysilo pocty laktobacilii a eubakterii ve stievé a celkové zmirnilo pfiznaky
kolitidy indukované dextran sulfaitem sodnym u pokusnych mysi. Otestovan byl také vliv CBM
588 na enterohemorhagickou E. coli O157:H7 u mysi. Podani CBM 588 pted nebo v pribéhu
infekce snizilo vyskyt toxinti Stx1 a Stx2 ve vykalech a pomahalo testovanym mySim piezit
infekci (Takahashi et al. 2004).

Mechanismus G¢inku CBM 588 je stile ne zcela objasnén. Produkce butyratu je jednim
z faktort, ktery ziejmé ptispiva k antibakterialni aktivité¢ (Takashi et al. 1989). Takahashi et al.
(2004) ve své studii dokonce tvrdi, Ze inhibi¢ni efekt butyratu na E. coli O157:H7 byl in vitro
pozorovan i pfi Upravé pH na neutrdlni. Dal$im moznym mechanismem U¢inku mohou byt
antiadhezivni vlastnosti CBM 588 vuci E. coli O157:H7, které jsou u Caco-2 bun¢k tdajné vyssi,
neZ pii pouziti modelové E. coli K12 (Takahashi et al. 2004). Ze produkce butyratu nemusi byt
jedinou vyznamnou vlastnosti CBM 588 naznacuji i zavéry Zhanga et al. (2009), ktefi u n¢kolika
sledovanych parametrii véetné stupné obnoveni sttevni mikrobioty pozorovali lepsi vysledky pfi

administraci C. butyricum v porovnani s podavanim butyratu sodného.
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CBM 588 neni jedinym kmenem klostridii s probiotickymi u¢inky. Jiny kmen CGMCC
0313-1 byl experimentalné testovan Vv kombinaci s Bifidobacterium infantis na mysich
S prijmem zpisobenym antibiotiky a pfi dlouhodobém uzivani tato kombinace pomohla ke
znovuobnoveni normalni mikrobioty, zotaveni struktury stfevniho povrchu a k utlumeni zanétlivé
reakce (Ling et al. 2015). Ten samy kmen byl pouzit i v pokusu Zhanga et al. (2009), ve kterém
byly jeho uc¢inky pfi indukované kolitidé u potkanti srovnatelné s uc¢inky melasaminu, ktery je pii
tomto stavu bézné predepisovan. Dalsi kmen C. Butyricum HICB998 byl podavan brojlerovym
kufatim ve studii Yanga et al. (2012) a bylo zji§téno, Ze v koncentracich 2 a 3 x 10’ CFU/kg
krmiva je schopen snizit pocty E. coli, salmonel a C. perfringens v céku a naopak zvysit poCty
laktobacili a bifidobakterii, stejn¢ jako koncentraci IgA a IgC v séru pokusnych kufat. Na
brojlerech byla provedena i dalsi studie s pokusnym C. butyricum v kombinaci s pfidanymi lipidy
do krmiva. Nebylo ale zjiSténo, ze by pokusny kmen zvysil uZitkovost testovanych jedinca.
Nicméné, bylo u nich pozorovéano delsi cékum a vyssi klky v jejunu, coz miize mit pfiznivy vliv
na celkové zdravi stieva (Zhang et al. 2011). Kmen HM754264 pro zménu dokézal v davkach 10°
a 10° CFU/mys a den zvysit u testovanych zvifat podty bifidobakterii a laktobacilii v céku
pokusnych zvitat a zaroven zvysit pomér téchto bakterii k po¢tum Clostridium perfringens (Kong
etal. 2011).

MIYA-GOLD

Miya-Gold® je komeréni nazev pro preparat produkovany spole¢nosti Miyarisan
Pharmaceutical Co. Ltd, vedeny jako zootechnické aditivum, funkéni skupina: stabilizator stievni
mikrobioty. Aktivni slozkou Miya-Goldu jsou Zivotaschopné spory Clostridium butyricum CBM
588. Miya-Gold je v mnoha asijskych zemich povolen jako aditivum jak pro lidskou vyzivu, tak
pro vyzivu zvifat. V Evropské unii je produkt schvilen pro vykrm brojlerovych kufat a
mensinovych druhii ptactva s vyjimkou nosnic, odchov kriit a pro odstavena selata (EFSA 2011,
2013). Varianta probiotika pro lidskou vyzivu nese nazev Miya-Pro a byla pro uziti v zemich EU
povolena v roce 2014 (European Commission 2014), ve spojenych statech nyni probiha proces
schvalovani (U.S. National Institutes of Health 2016).

Kmen CBM 588 neprodukuje Zadné toxiny, ani nedisponuje virulentnimi faktory.

Maximalni bezpena davka byla stanovena na 5 x 108 CFU/kg krmiva. Odstavena selata

ale snasela bez problémi i 200krat vyssi davky. Doporu¢ena davkovani je uvedeno v Tabulce 2.
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Minimalni obsah Maximalni obsah

Druh zvirete Maximalni vék CFU/kg kompletniho CFU/kg kompletniho
krmiva krmiva
Kurata pro vykrm Do porazky 2,5 x 10° 5 x 10°
Mensinové druhy ptactva 8
Do porazky 2,5x 10 -
pro vykrm
Nosnice 24 tydni 2,5 x 10° -
MenSinové druhy ptactva 8
20 az 30 tydnt 2,5x10 -
pro snaseni
Odchov kurat a 22 tydnd, nebo 8 g
5x10 5x10

mensinovych druhu ptactva | pocatek snaSeni
Selata po odstavu 120 dnd 2,5 % 10° 2,5 x 10°
Tabulka 2: Doporu¢ena davkovani pro jednotlivé druhy zvirat (EFSA 2013, 2011).

Miya-Gold se dodava ve dvou verzich (EFSA 2013):

e Miya-Gold® S: mrtvé pivovarské kvasnice (20 %), glukosa, kukufiény $krob,
ktemicCitan hlinity (nebo zeolit) jako protispékava latka. Koncentrace spor CI.
butyricum CBM 588 je 5 x 108 CFU/g.

e Miya-Gold® EU: laktosa (25-75 %), nebo uhli¢itan vapenaty (17,5-52,5 %) a zeolit
(7,5 — 22,5 %). Koncentrace spor Cl. butyricum CBM 588 je 1 x 10*° CFU/g.

Pét na sob& nezavislych studii bylo provedeno pro potieby EFSA (2011) pro ovéteni
ucinnosti na brojlerovych kufatech (¢tyfi na Ross 308 a jedna na Cobb). Vsechny experimenty
trvaly 42 dnt, zvitata byla po celou dobu pokusu krmena ad libitum krmivy s riznymi ptidavky
Miya-Goldu a zvazena na zacatku, uprostied a na konci studie. Byly stanoveny pfirustky,
konverze krmiva a umrtnost. Nasledna meta-analyza prokazala, ze Miya-Gold dovede v davce
2,5 x 10® CFU/kg vyznamné zvysit denni p¥irtstky a zlepsit konverzi krmiva.

Ctyfi na sobé nezavislé studie na selatech byly pro potieby EFSA (2013) provedeny za
ucelem ovéieni prospésnosti Miya-Goldu pro selata, ve kterych bylo testovano 96 — 480 zvirat
riznych plemen, ktera obdrzela 8 — 24 krat davku Miya-Goldu v krmivu. Ve dvou téchto
pokusech vyznamn¢ zvysilo podavani Miya-Goldu denni pfirustky, pfipadné konverzi krmiva. U

zbylych dvou studii bylo zlepSeni statisticky nevyznamné, nebo se skupiny neliSily. Provedena
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Meta-analyza zminénych ¢ty studii zjistila, Ze denni pfirtstky jsou statisticky vyznamné vyssi a
konverze krmiva vyznamné lepsi. Dosavadni idaje z pokusti na selatech tak koresponduji s udaji

Z pokust na kutatech a spole¢né naznacuji probioticky efekt.
METODIKA POKUSU

Bylo testovéano celkem 160 brojlerovych kutat ROSS 308. Kufata byla rozd€lena do dvou
skupin — kontrolni a pokusné. Kontrolni skupina dostavala po celou dobu pokusu, tj. od 2. do 49.
dne ad libitum krmivo na bazi BR-2. Pokusna skupina dostavala po celou dobu pokusu ad libitum
krmivo na bazi BR-2 spiidavkem 1 g/kg Miya-Gold® S. Krmivo bylo pro obé& skupiny
peletovano za ucelem snizeni praSnosti. Ob¢ skupiny zahrnovaly 80 jedinci.

Pokus byl rozd€len na dvé ¢asti — vyzivaiskou a mikrobiologickou. Ve vyzivarské casti

byly sledovany nésledujici parametry:

e Prumérna hmotnost
e Konverze krmiva

e Primérné denni ptirastky

Cast mikrobiologicka byla zaméfena na skupiny mikroorganismtl, uvedené v Tabulce 3,
kde jsou uvedeny 1 kultivacni metody. VSechny mikroorganismy byly stanoveny plotnovou
metodou za pouziti péstebnich médii od Oxoid Ltd.,, Wade Road, Basingstoke, Hampshire,

Spojené kralovstvi.

Testované bakterie Kultiva¢ni médium a podminky kultivace

Wilkins-Chalgren anaerobe agar s piidavkem
Celkové pocty anaerobnich bakterii | Sojového peptonu (W+S); 37 °C, 48 h,
anaerobn¢

WH+S s pridavkem mupirocinu (100 mg/L w/v) a
Bifidobakterie ledové kyseliny octové (1 mL/L v/v) podle
Rady a Petra (2000); 37 °C, 48 h, anaerobné
Rogosa agar s pifidavkem ledové kyseliny
Laktobacily octové (1,32 mL/L viv); 37 °C, 48 h,

mikroaerofilné
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Enterokoky Slanetz-Bartley agar; 37 °C, 48 h, aerobné

Escherichia coli T. B. X. agar; 37 °C, 24 h, aerobn¢

Tabulka 3: Péstebni média pouzita pro kultivaci.

Odbér vzorki probihal nasledujicim zptisobem: Kufe bylo humanné porazeno a ze slepého
stieva a volete byl asepticky odebran 1 g traveniny, ktery byl ihned vloZen do zkumavky se
sterilnim médiem bez zdroje uhliku a atmosférou z CO,. Tento postup zajistil preziti anaerobnich
bakterii po dobu pokusu. Thned po zisku vzorkt byly tyto podrobeny analyze mikrobioty. Po
nafedéni vzorkl a jejich naneseni na péstebni média na Petriho misky byly tyto misky hermeticky
uzavieny do hrnce, ve kterém byla vyvinuta anaerobni atmosféra systémem AnaeroGen (OXxoid
Ltd., Wade Road, Basingstoke, Hampshire, Spojené kralovstvi).

Dale byla ve vzorcich ze slepych stfev provedena analyza tékavych mastnych kyselin
(TMK) pomoci plynové chromatografie s pouzitim Stabilwax®-DA kolony a H; jako mobilni
faze. Detektor byl FID. Postup analyzy TMK byl nasledujici. Vzorky ve zkumavkach byly
zvortexovany a k 0,8 mL vzorku bylo pfiddno 0,1 mL 3M HCOOH a 0,03 mL interniho
standardu (2-ethylbutyrova kyselina). Po centrifugaci byl supernatant (1 pL) nanesen na kolonu.

Dale byl proveden pokus na selatech. Bylo testovano 59 selat, z nichz 10 bylo vzorkovano
po odstavu pii zahdjeni pokusu, ostatni byla rozdélena do tfi skupin — kontrolni, butyratova (70%
kyselina maselna, 1,5 g/kg krmiva), ve které byl jedincim podavan butyrat a pokusna, ve které
byl jedincim podavan Miya-Gold® S (0,5 g/kg krmiva). Po 17 dnech vykrmu probéhla
vzorkovani z céka a jejuna. U vzorkd byla provedena analyza mikrobioty a obsahu tékavych
mastnych kyselin s pouzitim stejné metodiky, jako u brojlerovych kufat.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno za pomoci SW Statgraphics Centurion XV
(Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia, USA) s pouZitim dvouvybérovych t-testl s

rovnosti rozptylll a jednofaktorové analyzy rozptylu s pouzitim Duncanova testu.
VYSLEDKY POKUSU NA BROJLEROVYCH KURATECH

Nameétené hodnoty primérné hmotnosti, dennich pfirtistkit a konverze krmiva jsou uvedeny v

Tabulkach 4, 5 a 6.
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Priumérna hmotnost (g)

Den| Denl Den 7* Den 10* Den 20* Den 35 Den 49*
Skupina

44,10 130,96 194,46 760,08 1767,92 2780,91

Kontrola 1371 +13,19% £20,64* 1+79,50% +242,09 +445,41%

: 4471 13809 21725 81026 17872 323167

Miya-Gold | +15,85% +21,83% +73,56% 21509 509,15

Tabulka 4: Primérné hmotnosti testovanych brojlert. Statisticky vyznamné rozdily mezi

kontrolni a pokusnou skupinou (P < 0.05) jsou vyjadieny hvézdickou (*).

Denni priristek (g)

Den 1-7 1-10 11-20 21-35 36 - 49
Skupina
Kontrola 14,48 16,77 56,56 67,19 72,36
Miya-Gold 15,56 19,17 59,30 65,13 103,17

Tabulka 5: Primérné denni piirustky testovanych brojlerd.

Konverze krmiva (kg)
Den| 1-7 1-10 11-20 21-35 36-49 Do3s Do 49

Skupina
Kontrola 2,09 1,90 1,81 1,82 2,76 1,90 2,08
Miya-Gold 1,53 1,71 1,70 2,22 2,04 1,79 1,84

Tabulka 6: Konverze krmiva testovanych brojlerd.

Z tabulek je patrné, ze pokusna skupina vykazovala po vétSinu pokusu vyssi piirtstky a lepsi
konverzi krmiva. Vysledky tak naznacuji schopnost Miya-Goldu zlepsit konverzi krmiva a zvysit
prirtstky, a tim i poraZkovou hmotnost testovanych brojlerti. Vyjimku tvofi 35. den, kdy doslo k
vyrovnani skupin z hlediska primérnych schopnosti. Teoreticky mohlo byt pti¢inou hierarchické
chovani zvitat ve skupiné, kdy silnéjsi jedinci zacali zabranovat piistupu ke krmeni ostatnim,
v disledku ¢ehoz se mohla podstatné zvysit nevyrovnanost souboru (Estevez et al. 2003).
Ptedpoklad, ze Miya-Gold zvysi uZzitkovost brojlerti, se tedy naplnil pouze Castecné. Studie
provedené pro EFSA (2011) byly nastaveny na 42 dnu. Je tedy pravdépodobné, Ze pokud by
vazeni probihalo i v nasi studii ve 42. dni, dosli bychom k podobnym vysledkiim, vzhledem
k tomu ze ve 49. dni se skupiny opét vyznamné lisily. Zhang et al. (2011) testovali vliv jiného
probiotického kmene C. butyricum a vliv na uZzitkovost nezjistili. Z tohoto uhlu pohledu tak lze
nami testovany kmen CBM 588 oznacit za u¢inné&jsi. Schopnost CBM 588 zvysit piirtstky mize
byt zptsobena produkci kyseliny maselné, ktera poskytuje 60 — 70 % zdroje energie pro
enterocyty (Roediger 1995).
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Vysledky analyzy mikrobioty jsou uvedeny v tabulkach 7 a 8. Hodnoty jsou v log KTJ/g.

Vysledky analyzy TMK jsou uvedeny v tabulce 9, hodnoty jsou v mMol/L.

Cékum Den 1 Den 10 Den 42
Skupina Kontrola Miya-Gold | Kontrola Miya-Gold | Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty | 10,08+0,26  10,06+0,28 | 10,09+0,20  10,25+0,32 | 10,09+0,26  10,13+0,23
Bifidobakterie | 4,92+1,27 5,09+1,09 9,18+0,23 8,83+1,35 9,92+0,36  9,55+0,19
Laktobacily 5,91+0,47 6,87+0,91 9,04+0,19 8,55+0,56 8,53+0,31  9,01+0,40
Enterokoky 9,55+0,43 8,90+1,75 8,64+0,35 7,82+0,61 8,10+0,17*  7,55+0,39*
E. coli 9,60+0,06 9,03+1,70 | 8,47+0,81*  7,29+0,61* | 8,22+0,64*  7,00+0,92*
pH NT NT 5,16+0,15*  5,70+0,43* | 6,44+0,09 6,04+0,51

Tabulka 7: Analyza mikrobioty céka. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) jsou znazornény

hvézdic¢kou (*). NT = netestovano, ND = pod hranici detekce.

Vole Den 1 Den 10 Den 42
Skupina Kontrola Miya-Gold | Kontrola Miya-Gold | Kontrola Miya-Gold
Celkové pocty 8,95+0,31 9,01+0,12 9,32+0,39 9,58+0,46 8,74+0,56 9,65+0,33
Bifidobakterie ND 540+0,46 | 5,04+0,39*  4,29+0,55* | 5,20+0,32 4,73+0,96
Laktobacily 5,54+1,72 7,29+0,78 8,82+0,11 8,69+0,63 8,29+0,59 9,04+0,44
Enterokoky 7,73+0,78 7,84+0,28 8,08+0,33 8,34+0,63 7,18+0,43 6,94+0,40
E. coli 7,90+0,78 7,96+0,75 ND ND 6,73+0,52*  5.64+0.47*
pH NT NT 4,72+0,11 4,42+0,22 | 5,74+0,53*  4,72+0,35*

Tabulka 8: Analyza mikrobioty volete. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0.05) jsou znazornény

hvézdickou (*). NT = netestovano, ND = pod hranici detekce.
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Den 42 Cékum Vole

TMK Kontrola Miya-Gold Kontrola Miya-Gold
Acetat 441,52+32,86 381,08+63,11 59,42+35,15 58,79+29,03
Propionat 183,42+41,20 196,96+57,42 1,14+2.20 0,27+0,38
Isobutyrat 3,37+0,68 2,14+1,23 2,19+2.85 1,85+1,52
Buytrat 103,41+14,78* 132,12+18,51* ND ND
Isovalerat 7,51+2,43 4,08+3,46 0,48+0,62 ND
Valerat 8,24+2.33 4,80+3,46 2,46+3,71 1,25+1,32
Isokapronat 0,91+0,56* 2,74+1,63* 4.64+7,37 3,70+4,45
Kapronat 1,18+2,63 028+0.,40 0,84+0,91 2,78+3.54
Heptanoat ND ND ND ND

> 749,57+59,11 724,19+96,92 71,16+28,36 68,63+25,95

Tabulka 9: Analyza tékavych mastnych kyselin v céku a voleti v den 42. Statisticky vyznamné

rozdily (P < 0.05) jsou znazornény hvézdickou (*). ND = pod hranici detekce.

V nasi studii jsme zjistili statisticky vyznamné nizsi pocty E. coli v céku pokusnych kufat,
a to vobou méfenich (10. a 42. den). Yang et al. (2012) pozorovali stejny efekt u jiného
probiotického kmene C. butyricum u brojlerd. Podle jiné studie, ktera se zaméfila pfimo na nami
testovany kmen CBM 588 ale E. coli snizeny nebyly. Tato studie ale byla provedena na lidech
(Shimbo et al. 2005). O tom, ze CBM 588 je schopny potlacovat patogenni E. coli ostatné
pojednava i jiny autor (Takahashi et al. 2004), da se tedy usoudit, Ze poznatek o schopnosti CBM
588 snizovat pocty E. coli je v souladu s jinymi autory a v této studii byla tato schopnost jen
potvrzena.

Pti posledni analyze byl rovnéz odhalen vyznamny pokles enterokokt v pokusné skupiné.
Vzhledem k tomu, Ze jde o bézné¢ se vyskytujici komenzalni i oportunné patogenni bakterie
Vv travicim traktu driibeze (Devriese et al. 1991; Hayes et al. 2004), neptikladame zméné jejich
poctd, i s ptihlédnutim ke skutecnosti, ze se vyskytla pouze pii poslednim méfeni, valngjsi
vyznam.

Ve voleti se vyznamny rozdil se vyskytl v 10. dni, ve kterém byly naméfeny nizsi pocty
bifidobakterii v pokusné skuping, coz je vrozporu s nalezy Seki et al. (2003), ktefi naopak
pozorovali zvySeni poctl bifidobakterii pii pouziti Miya-Goldu. Jejich pokus ale byl proveden u

1éCenych déti. Zvyseni poctd bifidobakterii u kufat pozorovali Yang et al. (Yang 2012). V této
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studii ale §lo 1 jiny kmen. Pocty bifidobakterii ve voleti se ve 42. dni lehce vyrovnaly, a ac¢ jich
stale bylo vice v kontrolni skuping, byl to rozdil statisticky nevyznamny. Vzhledem k této
skutecnosti a také s ptihlédnutim k tomu, Ze nemame k dispozici data o vlivu Miya-Goldu na
mikrobiotu volete, 1ze jen téZko objasnit mechanismus hypotetického vlivu Miya-Goldu na
bifidobakterie ve voleti. Jina je situace ohledné poctu E. coli ve voleti, které byly vyznamné nizsi
u pokusné skupiny ke 42. dni, coz je v souladu s vysledky, naméfenymi v céku. Dale bylo ve 42.
dni naméfeno niz§i pH volete pokusnych kufat, coz mlize mit protektivni vliv na horni ¢asti
traviciho traktu kutat, vzhledem k tomu, Ze niz§i pH pusobi proti hnilobnym bakteriim.

Analyza obsahu TMK odhalila, Ze jedinci z pokusné skupiny méli vyznamné vyssi obsah
butyratu v céku, coz silné¢ naznaCuje metabolickou aktivitu dodanych Kklostridii. Produkce
kyseliny maselné mtize mit vyznamny vliv pii inhibici patogennich mikroorganismii, mezi které
patii pfi uréitych podminkach i nékteré kmeny E. coli (Van Immerseel et al. 2004), coz posiluje
teorii 0 mozné kompetici CBM 588 a stievnich E. coli. Kyselina maselna je také zdrojem energie

pro buiky stfevniho epitelu, jeji vyznam tak lze ve stfevé hodnotit jako velmi pozitivni.
VYSLEDKY POKUSU NA SELATECH

Dale byl proveden pokus na selatech. V tabulkach 10 a 11 jsou vysledky analyzy mikrobioty céka
a jejuna ze dnt 0 a 17. Vysledky jsou uvedeny v log KTJ/g. V tabulce 12 jsou uvedeny vysledky
analyzy tékavych mastnych kyselin, jednotky jsou uvedeny v mMol/L.

Den 0 | Celkové pocty Bifidobakterie Laktobacily — Enterokoky E. coli
Cékum 9,12+0,21 5,50+1,17 8,11+0,42 ND 4,93+0,88
Jejunum 8,34+0,24 4,19+0,99 7,73+0,26 ND ND

Tabulka 10: Analyza stfevni mikrobioty selat v poc¢atku pokusu. ND = pod hranici detekce.

Den 17 Cékum

. lkové eps . . .
Skupina Csoé:;e Bifidobakterie Laktobacily Enterokoky E. coli
Kontrola 8,86+0,32 4,18+1,01 7,96+0,24 5,44+0,59 5,85+0,83 b
Butyrat 8,79+0,29 4,72+0,82 7,89+0,27 6,06+0,42 5,67+1,28 b
Miya-Gold 8,76+0,53 5,36+1,63 8,14+0,77 5,56+0,70 4,18+0,36 a
Den 17 Jejunum
Kontrola 7,88+0,60 3,76+0,59 6,83+0,60 ND ND
Butyrat 7,81+1,12 3,36+0,69 6,37+0,91 ND ND
Miya-Gold 8,07+0,72 3,94x1,14 7,18+0,80 ND ND
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Tabulka 11: Analyza mikrobioty selat na konci pokusu. Statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05)

jsou zndzornény odliSnym znakem (a, b). ND = pod hranici detekce.

Z vysledkl pokusu na selatech jasné vyplyva, ze CBM 588 byl stejné jako u pokusu na
kufatech a u vySe uvedené studie (Takahashi et al. 2004) schopen vyznamné snizit pocty E. coli.
Muzeme usuzovat, ze vzhledem k tomu, ze ve skuping, ve které byl podavan butyrat pocty E. coli
nebyly vyznamné nizs§i v porovnani s kontrolni skupinou, tak antibakterialni aktivita pokusného
kmene C. butyricum nema pouze charakter inhibice kyselinou maselnou, ale Zze muze tento jev
zpusobovat 1 jiny mechanismus. Na druhou stranu peroralné podavany butyrat mohl byt vstteban
jiz pti prichodu tradvicim traktem vzhledem k tomu, Ze jde o vyznamny zdroj energie pro
enterocyty a rovnéz proto, ze je vstiebavan v proximalni ¢asti tlustého stfeva (Velazquez et al.
1997). Je tedy pravdépodobné, Ze se podany butyrat nedostal az do slepého stfeva, piipadné se
tam dostal v mensim, nez podavaném mnozstvi. Vzhledem k tomu, Ze v proximalné&j$im jejunu
nebyly E. coli detekovany, neni zcela jasné, jaky by mél samotny butyrat vliv na jejich vyskyt ve
stfevé. Za zminku stoji rovnéz statisticky nevyznamné vyssi pocty bifidobakterii v Miya-Gold
skuping, coz je odlisSny vysledek od pokusu na kufatech, kde naopak Miya-Gold pocty
bifidobakterii snizoval. Naopak, vysledek se shoduje s poznatky Konga et al. (2011), ktefi ale

délali pokus na mysich a s jinym probiotickym kmenem klostridii.
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Den 17 Cékum
Kyselina > Octova Propionova  Isomaslena Maselna Isovalerova  Valerova  Isohexanova Hexanova  Heptanova >
Kontrola 135,71+9,04 69,77+14,67 1,04+0,40 41,25+7,93 1,24+0,49 7,25+3,80 0,31+0,07 b 0,56+0,53 b 0,77+0,17p  257,90+27,27
Butyrat 173,27+61,32 80,47+30,65 0,68+0,23 41,18+14,80 0,79+0,23 5,07+2,79 0,00+0,00 a 0,04+0,07 a 0,02+0,05a  301,51+102,70
Miya-Gold 173,38+58,45 86,15+35,22 0,80+0,51 49,40+24,17 1,02+0,69 10,86+13,95 0,00+0,00 a 0,22+0,48ab  0,04+0,10a 321,87+122,98
A Skupinav Jejunum
Kontrola 28,61+10,22 0,04-+0,08 0,60+0,14 b 0,00=0,00 0,34+0,07 b 0,01+0,02 0,41+0,10 b 0,34+0,05 b 3,80+1,83 b 34,14+11,95
Butyrat 42,31+19,82 1,28+1,93 0,02+0,04 a 0,20+0,53 0,00+0,00 a 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00a  2,56+2,62ab  46,37+22.23
Miya-Gold 35,41+31,18 0,52+0,41 0,11+0,21a 5,35+10,95 0,22+0,45 ab 0,00+0,00 0,00+0,00 a 0,00+0,00 a 1,02+1,20 a 42,62+41,53

Tabulka 12: Analyza t€kavych mastnych kyselin v céku a jejunu selat 17 dni po zacatku pokusu. Statisticky vyznamné rozdily (P <

0,05) jsou znazornény odlisnym znakem (a, b).

Statistické Setfeni nalezlo n€kolik rozdili mezi obsahy jednotlivych mastnych kyselin jak v céku, tak v jejunu. Jde v§ak o minoritné

zastoupené kyseliny, tudiz je jejich vyznam ve stfevé sporny. Hlavni skupiny mastnych kyselin zistaly bez vyznamného rozdilu,

ackoli urcity trend ve vzristu mnozstvi tékavych mastnych kyselin Ize sledovat u pokusnych skupin v porovnani se skupinou kontrolni.

Tento jev muze byt vysledkem vyssi aktivity sacharolytickych mikroorganisml v porovnani s proteolytickymi, kam patii 1 hnilobné a

patogenni bakterie.




ZAVER

Testovany kmen Clostridium butyricum CBM 588 je podle této i dalich provedenych
studii schopen ovlivnit mikrobiotu céka brojlerovych kuftat i selat. Zvitata, ktera pfijimala krmivo
obohacen¢ o testovany kmen, méla stfevni mikrobiotu pozménénou ve prospéch sacharolytickych
organismu, coz se da povazovat, vzhledem k tomu, ze patogenni bakterie patii mezi proteolytické
a preferuji vyssi pH, za pozitivni jev. Zaroven je CBM 588 schopen zvysit uzitkovost

brojlerovych kutat. D4 se tedy oznacit za potencialn€ probioticky mikroorganismus.
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