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Vliv spole¢ného ustajeni telete s matkou na kolonizaci
traviciho traktu telat bifidobakteriemi

Souhrn

Bifidobakterie tvoii dualezitou soucast stievni mikrobioty. Patii mezi probiotické
bakterie a udrzuji stalé stfevni prostfedi, stimuluji imunitni odpoveéd’, syntetizuji vitaminy a
zvy$uji ochranu pred infekCnimi chorobami. Mikrobiota traviciho traktu se v prubéhu Zivota
meéni a kolonizace stfeva je zapoCata mozna jiz v prenatdlnim obdobi. Po narozeni je
osidlovani traviciho traktu bakteriemi zavislé na mnoha faktorech, mezi néz patii vyziva,
zpusob porodu, vék matky, délka porodu aj.

Cilem této diplomové prace bylo provést experiment vedouci ke zjisténi vlivu ustajent
na kolonizaci traviciho traktu novorozeného telete. Byly vytvoreny 2 skupiny biezich dojnic,
obéma bylo pred porodem podavano mléko obsahujici rifampicin rezistentni kmen
bifidobakterii (RRBIF) a po oteleni odebrany vzorky stolice, slin, zubniho plaku, mléka,
plodové vody a vaginalniho sekretu. Jedné skupiné dojnic bylo tele ihned po porodu odebrano
a nedoslo mezi nimi k zadné interakci. Druhé skupiné bylo tele ponechano a byli spolu
ustajeni po dobu 24h. Telatim z obou skupin byly poté odebrany vzorky slin a stolice.
Kultivacni deskovou metodou byly stanoveny celkové pocty anaerobnich bakterii,
bifidobakterii, laktobacilt, E. coli, koliformnich bakterii a podaného kmene bifidobakterii
(RRBIF).

Sledovany kmen RRBIF byl nalezen ve vSech vzorcich stolice, slinach a zubnim plaku i
plodové vodé a vaginalnim sekretu. Koncentraci dodanych RRBIF i celkovych bifidobakterii
meély ve vSech pfipadech vyssi zvirata ze spoleCné ustajené skupiny. Telata z této skupiny
meéla na zaCatku experimentu i vy$si mnozstvi koliformnich bakterii a E. coli ve slinach i
vykalech, ale pozdé&i doSlo krozvoji probiotické mikrobioty a naslednému potlaceni
koliformd. Bifidobakterie byly detekovany i ve vzorcich mléka a telata, jez sala matefské
mléko byla bifidobakteriemi kolonizovana vice. Muzeme proto i mléko povazovat za zdroj
bifidobakterialniho osidleni. Z vysledkii provedeného experimentu muzeme potvrdit, ze
spolecné ustajeni mladéte s matkou ma vliv na kolonizaci traviciho traktu bifidobakteriemi.

Klicova slova: Bifidobakterie; telata; ml€ko; kolonizace; stfevni mikrobiota.



Effect of housing system on colonization of gastrointestinal

tract of calves by bifidobacteria

Summary

Bifidobacteria are members of the intestinal microbiota of mammals and other
animals, and some strains are able to exert health-promoting effects. They are among the first
microbial colonizers of the intestines of newborns and play key roles in the development of
their physiology, including maturation of the immune system and use of dietary components.
The early microbiota is strongly influenced by environmental factors such as the delivery
mode and type of nutrition.

The aim of this thesis was to determine the effect of housing system on colonization of
gastrointestinal tract of calves by bifidobacteria. There were two experimental groups. In the
first one, mothers were housed together with newborn calves for 24 hours after delivery. In
the second group, calves were separated from the mothers immediately after the birth. All
cows were fed with milk containing rifampicin resistant strain of bifidobacteria (RRBIF)
before delivery. Using cultivation methods total anaerobes, bifidobacteria, lactobacilli, E. coli,
coliforms and RRBIF were determined in faecal, vaginal, amniotic fluid, saliva, tooth plaque
and milk samples from cows and samples of faeces and saliva from calves. using selective
media.

RRBIF strain were detected in all faecal, vagbinal, amniotic fluid, saliva and tooth
samples. Bifidobacteria were more concentrated in samples from mother and calves housed
together. These calves had more developed probiotic microbiota at the end of experiment.
Bifidobacteria were detected also in milk and breast-fed calves was more colonized by
bifidobacteria. We can confirm that housing system has the impact on colonization of
gastrointestinal tract of calves by bifidobacteria.

Keywords: Bifidobacteria; calves; milk; colonization; intestinal  microbiota.






Obsah

1 Uvod 3
2 Cll PIACE ceeueeresressessessesaesassassasssnssesssssesaessssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssnssnssnsssssssssesasses 4
3 Literarni reSerSe 5
3.1 Vyvoj a stavba traviciho traktu....... . W5
3.1.1  Embryonalni vyvoj traviciho traktu ..........cc.coooiiiiii 5
3.1.2  Morfologie traviciho traktu SKOtU ........cccooivviiiiiiiiiii 5

3.2 StAGIA VYZIVY.rrrrrsrersrrcssncsansssansssnsessnsssassssnessanassassssssssassssassssssssassssassssssssassssae 6
3.2.1  MIezivove ODdODI ....cevveeeiiiiiieiiiicceee 7
3.2.2  MIEENE ODAODI ...veiiieiiieeeiiiee e 7
3.2.3  Obdobi roStlinné VYZIVY ...ccceeeeuieiiiiiiiiiiiiiiiiie e 8

3.3 Kolonizace traviciho traktu mikroorganismy .........cceeceeeccecccssencsssescsssanccnns 8
3.3.1  Mikrobiota traviciho traktu.........ccceeeeeriiiiiiiiiiiiiiiiiii e 11
3.3.2  Rod BifidODACIETIUN ............euvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 14
3.3.2.1 Bifidobakterie preZvyKavel ......covecuiiiiiiiiiiiiiiiieiic i 15

3.3.22 Metabolismus bifidobakterii ........c.eeerveeiniiiiiiiiiiiiiiiiiicec e 16

3.4 Probiotika, prebiotika a synbiotika 18
3.4.1  ProbiotiKa......ccooiuiieeeiieeeeeiieee e e 18
3.4.2  PrebiotiKa......cooiuiieieeiieee e 20
3.4.3  SYNDIOUKA ..c.vieriiieiieieeeiieeiie ettt 21
3.4.4  Vliv antibiotik na mikrobiotu traviciho traktu...........ccccoeviiiiiiniinninnn. 21

4 Material a metody 23
4.1 USLAJeNcccrerirrerisenssannssanssnessssnessasssnecsasessassssssssassssssssssssssssssassssassssnsssassssasssns 23
4.2  Design experimentu 23
4.3 VYZIVA cvrrurrrnrcsrnssesseesenssessssessasssasssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassnss 25



wn

o

4.4 Kultivacni stanoveni bakterii

Vysledky

Diskuse

Zavér

Literatura

Seznam pouzitych zkratek a symboli

27

30

34

38

39

44



1 Uvod

Mikrobiota gastrointestinalniho traktu je velmi rozmanita a v pribéhu zivota se méni.
K nejvétsimu rozvoji dochazi ihned po narozeni. Mezi faktory ovliviiujici kolonizaci traviciho
traktu mlad’at mizeme fadit zptsob a délku porodu, hygienu v puerperalnim obdobi, vyzivu
matky, zptsob vyzivy mladéte nebo okolni prostiedi. U fady mlad’at sajicich matetské mléko
tvoti dominantni slozku bifidobakterie.



2 Cil prace

Hypotéza: Spolecné ustajeni telete s matkou po porodu bude mit vliv na osidleni
traviciho traktu mladéte bifidobakteriemi.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit, zda ma spoleCného ustajeni telete s matkou po
porodu vyznamny vliv na mnozstvi bifidobakterii v travicim traktu mlad’at v chovu mlécného
skotu.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyvoj a stavba traviciho traktu

Travici nebo také gastrointestinalni trakt je soustava organu, které se podileji na pfijmu,
zpracovani a vylucovani potravy.

3.1.1 Embryonalni vyvoj traviciho traktu

Gastrointestinalni trakt (GIT) vznika béhem gastrulace zendodermu, pozdéji se
pridavaji struktury ze vSech zarodeCnych vrstev. Embryonalné je zalozen jako jednoducha
trubice, ktera se mezi 3-4 tydnem rozdéli na predni, stfedni a zadni stfevo.

Z predniho stfeva vznikne jicen, zaludek, jatra, zlucnik se zluCovody, pankreas a
proximalni Cast duodena. Ze stredniho stfeva distalni ¢ast duodena, lacnik, kycelnik, slepé
stievo, apendix, vzestupny kolon tlustého stfeva a Cast pricného kolonu. Ze zadniho stfeva je
vytvorena cast piicného kolonu, sestupného kolonu a analniho kanalu (Carlson 2013).

3.1.2 Morfologie traviciho traktu skotu

Travici soustava je fylogeneticky pfizpusobena druhu pfijimané potravy. Zaklad tvori
travici trubice, ktera se déli na dutinu ustni, hltan, jicen, zaludek a stfevo. Dutina ustni (cavum
oris) je ohraniCena pysky, horni pysk spolu s hrotem nosu tvoii mulec (Marvan et al. 2003).

Pro skot je typicka absence hornich fezakl (dentes incisivi), které jsou nahrazeny
skusnou deskou slouzici k rozméliiovani potravy. Zubni vzorec skotu je 0033/3133. Na ustni
dutinu navazuje hltan (pharynx), ve kterém je ulozen Waldeyertv lymfaticky okruh, imunitni
bariéra pro travici a dychaci soustavu.

Jicen (esophagus) spojuje hltan s bachorem, peristaltickymi vlnami zde dochazi
k posunu potravy smérem k bachoru a antiperistaltickymi smérem k ustni dutiné k regurgitaci.
Zaludek je vicekomorovy, slozeny ze tii predzaludka bachoru (rumen), Cepce (reticulum) a
knihy (omasum) a vlastniho zaludku — slezu (abomasum). Tim se tfadi mezi polygastricka
zvitata (obrazek €. 1).

Bachor je nejvétsi predzaludek, jeho objem dosahuje 100-130 1 (Skiivanek 2001) a
dochazi zde k fermentaci potravy pomoci mikroorganismil na zazitinu za vzniku tékavych
mastnych kyselin (SCFA), slouzicich jako zdroj energie.

U mlad’at prezvykavci se ve sténach predzaludkii se nachazeji zlaby, které se pfi
nasavani mléka uzaviou v trubici a vedou mléko pfimo do slezu telete, zde dochazi k jeho
traveni. Predzaludky se zapojuji do procesu traveni az poté, co telata zacnou pfijimat pevnou
stravu (Konig & Liebich 2002). Ve vyjime¢nych piipadech mize dochazet ke Spatnému
uzavirani zlabu a tim zpusobeného piti do bachoru. Tento jev neni fyziologicky a je spojen
s patologickymi projevy, napf. nadymani, které muze vyustit az v thyn. Je proto
bezpodmineéné nutné dodrzovat spravnou techniku napajeni se zapojenim cucaku, ktera
tomuto jevu pomaha predchazet. V intenzivnim odchovu zpravidla byva telatim predlozen
startér a seno nebo slama ve véku 5 dni. Telata se je postupné uci po malych davkach pfijimat.



Do skonceni obdobi mlécné vyzivy se proto u mladat prezvykavcl bachorové papily vyvijeji
minimaln€ a jejich traveni probiha stejné jako u monogastrt.

Obrazek ¢. 1  Schématické  znazornéni  predzaludki a  zaludku  skotu

(http://vetstudentresearch.blogspot.com/2015/05/digestive-physiology-and-anatomy-of-

cows.html)
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Rozdilem oproti monogastrickym zvifatim je stavba a délka stfev. U skotu je délka
stfeva az 20nasobkem délky téla (Marvan et al. 2003), dochézi zde k enzymatickému traveni
jiz fermentované zazitiny a jsou jim straveni i prvoci a bakterie (Geigerova et al. 2014)
pochézejici z jinych Casti traviciho ustroji. Ze slezu vychazi dvanactnik (duodenum), na négj
navazuje laCnik (jejunum) a kycCelnik (ileum), spole¢né tvoti tenké stfevo (intestinum tenue).
Na né navazuje stievo tlusté (intestinum crassum), slozené ze vzestupného (colon ascendens),
pticného (colon transversus) a sestupného kolonu (colon descendens), ktery piechazi
v rektum (rectum). Rektem kon¢i travici trubice a usti ven z téla.

3.2 Stadia vyzivy

V obdobi od narozeni do odstavu je traveni mladat prezvykavcu specifické a blizi se
fyziologicky monogastrickym zvifatim. Tato obdobi oznacujeme jako mlezivové a nasledné
mlécné. Po odstavu prechazi tele do obdobi rostlinné vyzivy. Béhem téchto obdobi se
rozhoduje o budouci uzitkovosti, proto je tfeba vyzivu mladého skotu nepodceiniovat. U
mléénych plemen skotu pievlada intenzivni zptsob odchovu. Telata jsou po porodu odebrana
matkam a umisténa do venkovnich individualnich boxd (VIB). Zde jsou krmena jednotlivé
smésnym pasterovanym mlékem nebo mlénou nahrazkou, coz zaji§tuje prehled o mnozstvi
pfijatého mléka. Individualni ustajeni také znemoziuje vzajemné olizovani a tim zabranuje
pfenosu patogent zpusobujicich zejm. prijmova onemocnéni. Ze stejnych divodi je nutné po


http://vetstudentresearch.blogspot.com/2015/05/digestive-physiology-and-anatomy-of-

kazdém vyskladnéni VIB fadné€ vydezinfikovat a pravidelné meénit a sanitovat mista stani, aby
se predeslo pfilisSné mikrobialni zatézi. Po odstavu jsou pfesunuta do skupinového ustajeni,
kde dochazi k socializaci a vytvofeni socialnich skupin (Sumner & von Keyserlingk 2018).
Naproti tomu u masnych plemen skotu je vyuzivan zejm. extenzivni zptusob odchovu, kdy tele
zustava s matkou na pastviné a saje jeji mléko az do odstavu.

3.2.1 Mlezivové obdobi

Zalina okamzikem narozeni telete. Jednd se o napojeni telete kolostrem, popf.
mlezivovou ndhrazkou a nasledné napajeni prechodnym mlékem. Trva piiblizné prvnich 7
dni zivota telete (Phillips 2002). V intenzivnim chovu byva zkraceno pouze na jedno nebo dvé
napojeni mlezivem, poté telata prechazeji rovnou do mlécného obdobi. Skot ma
syndesmochorialni typ placenty, pies kterou nedochazi k pruchodu protilatek z krve matky na
plod. Telata se proto rodi téméf bez imunoglobulini — hypogamaglobulimemicka (Beam et al.
2009). Proto je napojeni mlezivem od matky nepostradatelnym a nejdilezit€j§im krokem do
zivota telete. Dochazi pii ném k pasivni imunizaci, resorbci kolostralnich imunoglobulint
sliznici tenkého stieva. Absorb¢ni schopnost stfeva se postupem casu snizuje. Dochazi ke
kolonizaci stfev bakteriemi, vylouCeni travicich enzymi a po 6 hodinach od porodu je
schopnost prostupu protilatek jiz pouze 50 % puvodni kapacity (Cortese 2009).

3.2.2 Milécné obdobi

Mlécné obdobi navazuje na mlezivové obdobi, tele je krmeno pasterovanym mlékem
nebo mlécnou nahrazkou a je ustajeno ve VIB (obrazek €. 2).
Obrazek ¢. 2 Ustgjeni ve venkovnich individualnich boxech (foto: Markéta Laskova)

Toto obdobi trva do odstavu, ktery se dnes standartné provadi ve 2 mésicich veku.
Telatim se v tomto obdobi predklada ad libitné voda a startér, coZ jsou peletované nebo
strukturované smési pro ¢asny odstav telat (COT), diky jehoZ konzumaci dochazi k rozvoji



bachorovych papil a aktivniho povrchu bachoru a voda oboje ad libitné. Peletovany startér je
vhodnéj$i, nedochézi u n€j k prebirani. Ke startéru je mozné predkladat fezanou slamu idealné
ovesnou (Bach 2018).

Odstav telat je vhodné zapocit v individualnich boxech, po dokonceni odstavu lze telata
premistit do venkovnich skupinovych boxtu (VSB), které jsou vidét na Obrazku €. 3. Telata
premisténa ihned po odstavu piijimala vice startéru a trpéla mensim mnozstvim respiratornich
onemocnéni (Bach et al. 2010)

Obrazek ¢. 3 Venkovni skupinové boxy (foto: Markéta Laskova)

3.2.3 Obdobi rostlinné vyzivy

V tomto obdobi jiz pfijimaji telata objemné krmivo, zejm. silaz nebo sendz doplnéné o
strukturalni slozku. Tou muze byt fezana slama, seno nebo startér. Je proto dulezité, aby
bachorové papily a klky byly dostate¢né rozvinuté a povrch bachorové sliznice co nejvetsi.
Velikost povrchu bachorové sliznice je pfimo Umérma mnozstvi vstfebanych SCFA (Bach et
al. 2010).

3.3 Kolonizace traviciho traktu mikroorganismy

Podle drive dostupnych informaci zacind kolonizace GIT okamzikem narozeni a travici
trakt, v prenatalnim obdobi sterilni, za¢ne byt osidlovan mikrobiotou matky a okolniho
prostiedi (Leahy et al. 2005)

Naproti tomu podle nejnovéjsich poznatki kolonizace traviciho traktu zacina jiz
v prenatalnim obdobi. Jiz dfive byla bakterialni DNA nalezena ve vétsiné vzorkd mekonia,
coz naznacovalo expozici bakteriemi in utero (Martin et al. 2016). Diky tomu miZzeme
predpokladat, ze bakterialni slozeni mekonia odrazi mikrobialni prostiedi in utero. Neni vsak



zatim presné€ znamo, jakymi mechanismy zde ke kolonizaci placenty, plodové vody a plodu
dochazi. Nejpravdépodobngéjsi je prenos z matciny stfevni sliznice do krevniho fecisté a odtud
do organovych soustav plodu. Tato hypotéza byla jiz potvrzena u mysi (Wilczynska et al.
2018). Bakterialni kolonizace fetalniho stieva je zdrojem mikrobialni stimulace a muze
poskytnout primarni signal pro zrani vyvazeného postnatalniho vrozeného i adaptabilniho
imunitniho systému (Wilczynska et al. 2019). Vystavovani matky riznorodé mikrobioté
béhem brezosti se jevi jako prospésné, zatimco antimikrobialni 1é€ba béhem biezosti mize u
potomkii zvysit riziko imunologickych a metabolickych poruch (Alipour et al. 2018).

Po porodu se bakterialni mikrobiota stfev rychle rozviji. Telata se nejprve kolonizuji
vertikalné od matky, pfichazeji do styku s jejimi exkrementy, popt. dalSich zvirat ve stade a
mikrobiotou okolniho prostfedi. K pfenosu intestinalnich bakterii dochazi 1 pfi sani
matefského mléka olizovanim vné&jsiho povrchu struku. Po dosazeni stabilni stfevni
mikrobioty se rast zastavuje a mikrobiota zlstava relativné stala. Stabilni kolonie chrani
hostitele pred invazivnimi patogeny (Alipour et al. 2018). Cely proces kolonizace GIT je
ovlivnén délkou bfezosti, zptisobem porodu, krmenim a okolnim prostiedim (Dogra et al.
2015).

Rektalni mikrobiota telat se sklada zejména z bakterialnich kmenl Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria a Bacteroidetes. Mikrobialni druhovy profil se podle Alipour et
al. (2018) podoba spiSe oralni, nez fekalni nebo vaginalni vestibularni mikrobioté, ale
zahrnuje 1 typické stfevni taxony. Travici trakt telete po porodu obsahuje kyslik, proto jsou
prvnimi kolonizatory obvykle fakultativné anaerobni bakterie rodu Staphylococcus,
Enterococcus a Enterobacteriaceae. Po zredukovani mnozstvi kysliku je nasleduji obligatné
anaerobni bakterie rodu Bifidobacterium, Bacteroides a Clostridium (Milani et al. 2015).
Alipour et al. (2018) ve své studii uvadéji, ze telata jsou po porodu osidlena rtiznorodou
mikrobiotou, ta se ale rychle méni v cCasném postnatalnim zivot¢. Béhem prvniho
postnatalniho dne je rektum telat osidleno rody Escherichia, Shigella a Clostridia, pti¢emz
diverzita mikrobialnich druhl je pomérné mala. Do 7 dnli po narozeni se diverzita vyznamné
zvySi. Co se tyCe relativniho mnozstvi, bakterie kmene Proteobacteria byly nahrazeny
zejmeéna zastupci Firmicutes, Bacteroidetes a Actinobacteria, véetn€ rodu Faecalibacterium,
Bacteroides, Lactobacillus, Butyricicoccus a Bifidobacterium.

Po odstavu a ukonceni obdobi mlécné vyzivy se vyvine stabilni stfevni mikrobiota
odpovidajici dospélému jedinci. U telat k tomu dochazi kolem 6 mésice véku. Bézné pritomné
bakterialni rody v travicim traktu jsou Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Clostridium, Peptococcus, Peptostreptococcus, Ruminococcus, Escherichia, Enterobacter,
Enterococcus, Klebsiella, Lactobacillus a Proteus (Salfinger 1980; Simon & Gorbach 1984;
Vaughan et al. 2000). Vysledky jedné z nejnovéjsSich studii (Alipour et al., 2018) tykajici se
zastoupeni jednotlivych bakterialnich kmenu telat a jejich matek jsou vedeny na grafu ¢. 1 a 2.



Graf ¢. 1 Mikrobioticka kompozice traviciho traktu telat (n=21) a jejich matek (n=10)
(Alipour et al. 2018)
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Graf ¢. 2 Procentické zastoupeni bakterialnich kment osidlujicich travici trakt telat (n=21) a

jejich matek (n=10) v obdobi po porodu (Alipour et al. 2018)
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3.3.1 Mikrobiota traviciho traktu

Travici trakt je kolonizovan po celé délce, avSak prostiedi se v riznych Castech GIT
vyrazne lisi, proto je i bakterialni mikrobiota v riznych ¢astech GIT velice odlisna. Piijem
potravy probiha usty, kde zacCinad enzymatické a chemické Stépeni potravy. Typickymi rody
obyvajicimi ustni dutinu jsou rody Streptococcus, Lactobacillus a Micrococcus, v mladat
jesté Bifidobacterium (Valdez et al. 2016). Tyto druhy dohromady tvofi stabilni biofilm
pokryvajici vnitfek stni dutiny.

Bakterie z dutiny ustni mohou spolecné€ s potravou migrovat do bachoru prezvykavcu.
V bachoru jsou zastoupeny bakterie v mnozstvi az 10°ml' zejm. pak bakterie kmend
Bacteroides a Firmicutes. Bachor prezvykavci obsahuje také velké mnozstvi prvoku a to
fadové 105 — 10° na ml a malé mnozstvi anaerobnich hub (Wallace & Newbold 1992).
Podrobnéjsi popis bachorové mikrobioty nebyl predmétem této bakalarské prace, ale 1ze ho
nalézt ve studii Tuohy & Del Rio (2014).

Mikrobiota stiev novorozenych telat obsahuje bakterie, archea, houby, prvoky a viry od
prvniho dne zivota. Dominantni mikrobialni skupinu tvori bakterie, které osidluji stfeva po
celé délce a lze zde najit zastupce az 21 kmend, 46 Celedi a 510 rodd bakterii. Ctyfi
bakterialni kmeny predstavuji téméf 93 % vsSech identifikovanych bakterii, s podstatnou
variabilitou mezi jednotlivymi kmeny u riiznych jedinct a v riznych castech traviciho traktu
(Firmicutes 11 — 80 %; Bacteroidetes 0,5 — 75 %; Proteobacteria 0 — 35 %; Actinobacteria 1 —
85 %). Zastoupeni jednotlivych kmend a rodd v ruznych castech stieva podle studie
Malmuthuge et al. (2019) lze nalézt v grafu €. 3,4 a 5.

Graf ¢. 3 Procentualni zastoupeni kment a rodii bakterii proximalnim jejunu telat
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Graf ¢. 4 Procentualni zastoupeni kment a rodi bakterii distalnim jejunu telat
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Graf ¢. 5 Procentualni zastoupeni kment a rodt bakterii ileu telat
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Do kmene Actinobacteria patii i rod Bifidobacterium, u n&jz byly prokazany probiotické
ucinky. Bifidobakterie byly dominantni skupinou fekalni flory telat po 7 dni zivota, kdy
tvorily az 10 % celkového poctu bakterii. Nejvyssi koncentrace bakterii byly pozorovany v
bachoru, slepém stfevé a tlustém stfeveé, nejnizsi ve slezu a dvanactniku. Bifidobakterie a
laktobacily vykazovaly nejvyssi schopnost preziti béhem prichodu Zaludkem a dominovaly
ve vSech Castech traviciho traktu (Vlkova et al. 2006).

Pritomnost bifidobakterii v GIT ve vysokém poctu je spojovana s dobrym zdravotnim
stavem hostitele. Podle studie Vlkové et al. (2006) je nejvyssi pocet bifidobakterii v travicim
traktu telat pfitomen od 7 dne véku, potom jejich mnozstvi pomalu klesa az do 7 tydnt veku.
Nejvyssi zastoupeni maji bifidobakterie v bachoru (7,88 + 0,62 log KTJ/g), dale ve slepém
(6,42 £ 0,37 log KTJ/g) a tlustém stieve (6,40 + 0,54 log KTJ/g) (Tabulka €. 1).

Bunesova et al. 2015 ve své studii porovnavala schopnost bifidobakterii kolonizovat
GIT telat odchovavanych riaznym zpisobem. Telata plemene Charolais v extenzivnim chovu
krmena vyhradné¢ matefskym mlékem dosahovala po podani probiotickych kultur vyrazné
vy§§itho mnozstvi bifidobakterii, nez tomu bylo u telat HolStynského plemene v intenzivnim
chovu krmenych kombinovanou dietou, jak je vidét na grafu €. 4.

Tabulka ¢. 1 A. Koncentrace bifidobakterii (log KTJ/g £ SD)* ve vzorcich vykala telat
(n=38) vrizném veéku (3 dny az 7 tydni); B. Rozlozeni bifidobakterii (log KTJ/g + SD)
v GIT telat (n=14)

A. vék (dny)

3 T+1 14+£2 21+£2 35+2 49+ 2
Bifidobacterium = 7.67£094 | 886+0.89 | 816+125 | 7.76+122 | 740+ 116 | 6.82+0.66

B. ¢ast traviciho traktu

bachor slez dvanactnik @ kycelnik | slepé tlusté
sttevo sttevo
Bifidobacterium | 7.88+0.62 | 538+ 1.04 [ 404£1,02 | 508£090 | 642037 | 640%0.54

*SD — smérodatna odchylka, KTJ — kolonie tvofici jednotka
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Graf ¢. 4 Pocty bakterii (log KTJ/g £ SD)* ve vykalech telat (n=8) odchovavanych

extenzivné (Charolais) a intenzivné (HolStyn).
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*SD — smérodatna odchylka; KTJ — kolonie tvotici jednotka
CP — celkovy pocet anaerobnich bakterii; BIF — bifidobakterie

Vyskyt bifidobakterii ve stolici je vysoce zavisly na slozeni potravy. Fekalni
mikrobiota telat krmenych vyhradné matefskym mlékem je bohata na bifidobakterie, naproti
tomu u telat krmenych mlécnou nahrazkou kombinovanou se startérem dominovaly
koliformni bakterie. Telata s nizkym poctem bakterii mlééného kvaSeni a bifidobakterii
mohou byt nachylnéjsi ke kolonizaci patogeny (Vlkova et al. 2008).

3.3.2 Rod Bifidobacterium

Rod Bifidobacterium je taxonomicky zarazen do kmene Actinobacteria (Tabulka €. 2)
zahrnuje kolem 100 druhi a poddruht (http://www.bacterio.net/bifidobacterium.html).

Bifidobakterie jsou nepohyblivé, nesporulujici, striktné anaerobni, grampozitivni
tyCinky s vysokym obsahem C+G. Typicky maji nepravidelny tvar, Casto pfipominaji pismena
V nebo Y, vyskytuji se bud’ jednotlivé nebo tvorii fetizky ¢i shluky (Leahy et al. 2005).
Mohou se mnozit v teplotnim rozmezi 20 — 46°C. Optimalni teplota pro rist humannich
bifidobakterii je 36 — 38 °C, pro zvifeci druhy je teplota vyssi 41 — 43 °C, coz muze souviset
s fyziologicky vyssi teplotou u vétsiny zvifecich druht, nez je teplota lidského téla (Dong et
al. 2000). Napriklad fyziologicka teplota skotu se pohybuje od 38,5 — 39,5 °C (Koénig &
Liebich 2002).

Vyjimeéné mohou nékteré druhy tolerovat kyslik, ale pouze za pfitomnosti oxidu
uhli¢itého (Wilson 2008). Optimalni pH pro rist je 6,4 — 7, urcité druhy mohou tolerovat pH
az 4,5 nebo 8,5 (Biavati et al. 2000). Obyvaji riizné ekologické niky, jako je humanni a zviteci
GIT, dutina ustni, vagina nebo stfeva socialniho hmyzu (Ventura et al. 2004), mohou byt
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nalezeny i v krvi nebo odpadnich vodach, pravdépodobné v disledku znecisténi (Lugli et al.
2017).

Tabulka ¢. 2 Taxonomické zarazeni rodu Bifidobacterium

(http://www .bacterio.net/bifidobacterium.html)

Taxonomicka jedotka Nazev

Kmen Actinobacteria
Trida Actinobacteria

Rad Bifidobacteriales
Celed’ Bifidobacteriaceae
Rod Bifidobacterium
Druh Bifidobacterium spp.

Vétsina bifidobakterii je vazana pouze na misto vyskytu, napf. stfevo nebo uUstni dutinu,
ale nékteré bifidobakterie jsou navic i druhové specifické. Ty pak lze najit pouze u
konkrétnich druht zvifat, napt. B. cuniculi u kralika, B. gallinarum u kutat, B. asterodites u
vCel nebo B. longum subsp. suis u prasat. (Russell et al. 2011).

3.3.2.1 Bifidobakterie pirezvykavcu

Druhové zastoupeni bifidobakterii u prezvykavcu je velmi rozmanité. Mezi hostitelsky
specifické druhy patti B. boum, B. merycicum, B. ruminantium, vazané na bachor
prezvykavcl, seznam druhi bifidobakterii vyskytujicich se u skotu je uveden v tabulce €. 3.

Dle Paily et al. 2020 je mikrobiota GIT klinicky zdravého skotu tvofena dominantné
probiotickymi kulturami. A to zejména laktobacily (41,91%) a bifidobakteriemi (33,14%).
Dale se obvykle vyskytuji zastupci rodt Lactococcus ssp, Enterococcus ssp. Bacillus ssp,
v nizké koncentraci se mohou vyskytnout i zastupci rodu Enterobacter ssp. nebo
Staphylococcus ssp. V mléce prezvykavcu jsou bifidobakterie zastoupeny z 24,39 % (Paily et
al. 2020). Nejcetn¢jsi zastupce bifidobakterii je B. adolescentis (51,61 %), dale B. longum ssp.
infantis (15,32 %), B. longum ssp. longum (11,29%), B. lactentis (8,87 %), B. bifidum (7,26
%) a B. breve (5,65 %).
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Tabulka €. 3 Nejvyznamnéjsi zastupci bifidobakterii u skotu (Matterelli et al. 2017)

Druh Vyskyt

B. adolescentis bachor skotu, stieva dospélych jedinct
B. bifidum stieva dospélych jedinca

B. boum bachor prezvykavca

B. breve stfevo mladat

B. longum ssp. infantis streva mlad’at

B. longum ssp. longum teleci vykaly, stieva dospélych jedinct
B. merycicum bachor skotu

B. pseudolongum ssp. globosum bachor skotu

B. ruminantium bachor skotu

3.3.2.2 Metabolismus bifidobakterii

Bifidobakterie patii mezi chemoorganotrofy a maji fermentativni typ metabolismu
(Dworkin et al. 2006). Patii mezi sacharolytické bakterie a produkuji bohatou skalu enzymu
schopnych hydrolyzovat monosacharidy (glukézu, galaktozu a jiné), disacharidy (sacharéza,
laktoza, maltdza aj.). Nekteré druhy fermentuji 1 oligosacharidy jako fruktooligosacharidy,
mucin a pektin nebo polysacharidy jako Skrob (Ventura et al. 2007).

Bakterie celedi Bifidobacteriaceae maji svou metabolickou drahu, oznacovanou jako
frukt6zo-6-fosfatova draha. Specificka pro ni je pfitomnost enzymu fruktoza-6-
fosfatfosfoketolaza (FOPPK) slouzicimu pro degradaci fruktosy-6-fosfatu. Tento enzym muze
slouzit k rodové identifikaci bifidobakterii (Biavati et al. 2012) (Obrazek ¢. 4). Hlavnimi
kone¢nymi produkty této drahy jsou kyselina mlécna a kyselina octova, které vznikaji v
pomeéru 2:3. DalSimi konecnymi metabolity této drahy mohou byt kyselina mravenci, etanol a
kyselina jantarova, jejichz produkce muaze ovlivnit kone¢ny pomeér vzniklych kyselin octové a
mlécné. Oxid uhli¢ity se touto drahou nevytvari, vznika vsSak pfi degradaci glukonatu
(Ventura et al. 2004).

Nékteré druhy mohou syntetizovat vitaminy skupiny B (thiamin B1, niacin B3,
Pyridoxin B6, kyselina listova B11) a alesponn 19 aminokyselin. K riistu a mnozeni vétSiny
zastupcl izolovanych z humanniho GIT je nutna pfitomnost vitaminu B2 a kyseliny
pantotenové (Cronin et al. 2011). Pomoci riznych druhti deaminaz a dehydrataz mohou tyto
bakterie fermentovat aminokyseliny. Druh B. longum vytvaii vice nez 20 peptidaz, které
odstépuji aminokyselinové zbytky z proteinovych substrati (Ventura et al. 2004).

16



2 dukoza
2ATP 2 ADP

Fruktdzo-6-F Fruktézo-6-P

Erytrozo-4-P Acetyl-P

3 2 ATP 2 ATP

Glweeraldebeyrd-3-P Sedoheptuldza T-P

4
Ks. octova

Zwlulaza-5-P Ribézo 5-P
5
Ribuldzo-5-F
6w
Xluozo-5-P
2Pi
| 7,1’
Glvceraldelrrd-3-F 2 &cetyl-P
o
2HAD 2HADH 2
2HADH 2HAD
4 ADP 4 ATP 24DP 2 ATP
2P
2 kvs. mlécna 2 kys. octova

Obrazek ¢. 4 Schéma metabolické drahy Stépeni fruktosy-6-fosfat fruktozou-6-
fosfatfosfoketolazou (1. hexokinaza a frukt6zo-6-fosfat izomeraza; 2. frukt6zo-6-fosfat
fosfoketolaza; 3. transaldolaza; 4. transketolaza; 5. rib6zo-5-fosfat izomeraza; 6. ribul6zo-5-
fosfat-3-epimeraza; 7. xylulozo-5-fosfoketolaza, 8. acetat kindza; 9. enzymy Embden-

Meyerhof-Parnasovy drahy)(Biavati et al. 2012)

Zdroje zivin pro rast a kultivaci bifidobakterii jsou napf. threonin, kvasni¢ni extrakt,
cystein, pepton, dextrin, maltdza, PB-glycerolfosfat. Mezi bifidogenni faktory podporujici
rozvoj téchto bakterii v travicim traktu patii sacharidy obsahujici N-acetylglukdézaminy,
fruktooligosacharidy, laktoferin, laktuloza a laktinol, rafin6za, stachyoza, inulin,
xylooligosacharidy (D-xylan), «-kasein, aj. Fruktooligosacharidy a inulin jsou
bifidobaktériemi metabolizovany prednostn€ v porovnani s jinymi oligosacharidy. Tyto latky
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prochazi v nezménéné podobé hornimi ¢astmi traviciho traktu az do stfeva, kde stimulyji
bifidobakterie (Rossi et al. 2005).

Vysoka hladina bifidobakterii ve stfevé je zadouci, protoze bakterie patfici do tohoto
rodu maji stabilizujici U¢inek na stfevni mikrobiotu, poskytuji bariérové ucinky proti
kolonizaci patogent, produkuji inhibi¢ni latky, stimuluji imunitni systém a zlepsuji kontrolu
zanétlivé odpoveédi. Nerovnovaha ve slozeni stfevni mikrobioty by mohla vést k porucham
traveni a riziku prijmu zptisobenych mikrobialnimi infekcemi, které jsou prevazujicimi zdroji
ekonomickych ztrat a umrtnosti u hospodarskych zvirat.

Tyto prospésné bakterie dokazou prospivat zdravi fadou pozitivnich vlivii po dobu
mésicy, let nebo dokonce az po cely zivot (Musilova et al. 2015). Proto by bylo idealni
pridavat je ve formé probiotik do krmné davky. Dalsi moznosti pozitivniho ovlivnéni stievni
mikrobioty je podavani prebiotik, tedy nestravitelnych slozek krmiva, kterd prochazi do
tlustého stieva, kde pozitivné ovliviiuji mikrobiotu traviciho traktu (Qiang et al. 2009).

3.4 Probiotika, prebiotika a synbiotika

3.4.1 Probiotika

Probiotiky mizeme podle WHO (World health organization) a FAO (Food and
Agriculture Organization OSN) nazvat zivé mikroorganismy, které, kdyz jsou podavany v
odpovidajicim mnozstvi, poskytuji hostiteli zdravotni pfinos (WHO & FAO 2001). Probiotika
pozitivné ovliviiuji stfevni mikrobiotu. Mezi nejvice prostudovana a nejCastéji vyuzivana
probiotika patfi bakterie roda Bifidobacterium a Lactobacillus, popt. Enterococcus (Tabulka
C. 4). Probiotika u mlad’at prezvykavci obecné cili na stfeva, protoZe bachor jesté neni
vyvinut. Inkorporace probiotik do stravy pro mladé tele zabratuje vzniku moznych
nerovnovah v normalni mikrobioté ve stfevnim traktu a zlepSuje rast mladych telat prevenci
prujmu (Bunesova et. al 2011).
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Tabulka ¢. 4 Druhy prostudované k vyuziti jako probiotika u prezvykaveu (Gaggia et al.
2010)

Bifidobacterium Lactobacillus Enterococcus
B. longum ssp. longum L. acidophilus E. faecalis

B. animalis ssp. animalis L. casei ssp. casei E. faecium

B. lactis ssp. lactis L. fermentum

B. thermophilum L. brevis

B. pseudolongum ssp. pseudolongum L. plantarum
L. rhamosus

L. salivarius

Vlastnosti probiotik mohou byt druhové ¢i dokonce rodové specifické, existuje vSak
fada probiotickych efektt, které jsou striktné kmenové specifické a tcinek se vztahuje pouze
na jeden konkrétni kmen. To je 1 pfipad produkce specifickych bioaktivnich latek,
endokrinologickych, imunologickych nebo neurologickych vlastnosti. Mezi druhové
specifické vlastnosti patfi syntéza vitaminl, enzymaticka aktivita, posileni stfevni bariéry,
neutralizace karcinogennich latek aj.

Jako bé&zné, rodove specifické, probiotické vlastnosti oznacujeme produkci mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (SCFA), vliv na ustaleni stfevni mikrobioty, konkurenc¢ni
vylouCeni patogent, regulaci stievniho tranzitu nebo zvySenou tvorbu enterocyti. Tyto
vlastnosti mizeme nalézt témef u vSech probiotickych druha (Hill et al. 2014; Tabulka €. 5).
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Tabulka ¢. 5 Rozdéleni specifickych vlastnosti probiotik (Hill et al. 2014)

1. Vzicné kmenové specifické vlastnosti

e Neurologické vlastnosti

e Imunologické vlastnosti

¢ Endokrinologické vlastnosti

e Produkce specifickych bioaktivnich molekul

2. Druhové specifické vlastnosti

e Syntéza vitamini

e Piimy antagonismus proti patogennim nebo podminéné
patogennim mikroorganismum

e Posileni stfevni bariéry

e Hydrolyza nebo dehydrogenace zlucovych kyselin

e Enzymaticka aktivita

e Neutralizace karcinogennich latek

3. Bézné se vyskytujici vlastnosti

e Tvorba SCFA

e Regulace stfevniho tranzitu

e Ustaleni stfevni mikrobioty

e Konkureéni vylouCeni patogent

e Zvysena tvorba enterocytu

3.4.2 Prebiotika

Prebiotika jsou latky, které nejsou stravitelné, ale jsou selektivnhé metabolizovany
stfevnimi bakteriemi. Tim podporuji rozvoj pozitivné€ pusobicich bakterii a maji tedy pozitivni
vliv na zdravi hostitele. K tomu je zapotfebi, aby latka prosla v nezménéném stavu az do
tlustého stfeva, kde bude metabolizovana probiotickymi bakteriemi rodu Bifidobacterium a
Lactobacillus a nebyla hydrolyzovana v zaludku ani absorbovana v tenkém stfevé (Manning
et al. 2004). Toho lze dosahnout predev§im u mladat prezvykavca, ktera nedisponuji
funkénim bachorem, protoze u dospélych jedinct je vétSina latek degradovana bachorovou
mikrobiotou (Gaggia et al. 2010).

Mezi latky s prokazanym prebiotickym ucinkem miizeme zaradit fruktooligosacharidy
(FOS), inulin, galaktooligosacharidy = (GOS), sojové oligosacharidy (SOS),
mannanoligosacharidy (MOS), xylooligosacharidy, glukooligosacharidy, laktulosa a
isomaltooligosacharidy (Qiang et al. 2009)
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3.4.3 Synbiotika

Synbiotiky nazyvame smeés probiotik a knim selektivné vhodnych prebiotik.
Vyuzivame u nich synergického ucinku obou slozek, ktery piinasi pozitivni efekt na dobu
preziti probiotickych bakterii a jejich lepsi prichod travicim traktem (De Preter et al. 2011).

3.4.4 Vliv antibiotik na mikrobiotu traviciho traktu

Bylo prokéazano, ze podani 1éCiv, zejm. antibiotik ma vliv na slozeni a aktivitu stfevni
miktobioty. Terapeutické 1 profylaktické pouzivani antibiotik je béznou strategii ke snizeni
Casné morbidity a mortality zpuisobené prijmem. Antibiotika lze podavat bud’ pfimo, nebo v
mléce nebo v mléCné nahrazce nahrazce (Pardon et al. 2013).

Mozné riziko vzniku mikrobidlni rezistence a potencialni rizika pro lidské zdravi a
bezpecnost potravin, v dasledku pouzivani antimikrobialnich latek v zivocisné vyrobé vedlo k
pfisnéjsim legislativnim pfedpisim pro jejich pouziti v odvétvi zivocCisné vyroby. Zakaz
pouzivani antibiotik a ionoforti v Zivocisné vyrobé jako latek podporujicich rast byl zaveden
do legislativy Evropskou unii (Ufedni véstnik Evropské unie 2003). Kromé& zneskodnéni
zamysleného patogenu dochazi i k naruseni rovnovahy stfevnich bakterii, coz mize vést az
k nezadoucim vedlejsim ucinkim (Venema & do Carmo 2015). Dochazi k poklesu pavodnich
druhti obyvajici habitat, coz umozni kolonizaci patogennimi druhy a jejich nasledné
pfemnoZeni.

Alternativou k antibiotikim u prijmovych telat je podavani pfirodnich doplitkovych
latek, jako jsou bylinné extrakty a probiotika (Renaud et al. 2019). Po podani probiotik
nasleduje narust probiotickych rodu bakterii Bifidobacterium a Lactobacillus, které stabilizuji
rovnovahu stfevni mikrobioty a chrani pfed pfemnozenim patogennich druht zpisobujicich
napf. prijmova onemocnéni (Hofirek et al. 2009). Probiotika mohou byt pouzita bud’ ptimo
pro vytésnéni enterotoxigenni E. coli ze stfevni stény obsazenim jejiho habitatu nebo jako
podpora rastu zdravé bakterialni populace, ktera nasledné vylouci koliformy ze stiev.

L. acidophilus redukuje mnozstvi koliformnich bakterii ve stfevech telat, tim redukuje
pfiznaky prijjmu a zastavuje hubnuti a zvysuje prirustek zivé hmotnosti. Kmen L. acidophilus
puvodné izolovany z traviciho traktu telat je ucin€jsi nez stejny kmen izolovany z GIT prasat.
Smés L. acidophilus a E. faecium snizil vyskyt prajma o téméf 70 % a amrtnost o 99 % pfi
podavani telatd od narozeni do 5 dni véku (Wallace & Newbold 1992).

V prvnim mésici zivota jsou jednou z béznych pfiCin smrti telete choroby, jako je
prijem zpusobeny patogeny. Teleci prijem muze byt zptsoben bud jednotlivymi patogeny,
nebo Casto kombinaci patogenti. Béznymi pfi¢inami prijmu u telat jsou Cryptosporidium
parvum, rotavirus, koronavirus, Escherichia coli nebo Giardia duodenalis. Tyto patogeny
jsou zodpovédné za vétSinu (56,5%) amrti telat béhem obdobi pred odstavenim (National
Animal Health Monitoring Systém - NAHMS 2007). Nejvyznamné¢jsi pfi¢inou prijmu u telat
jsou paraziti prvokt Cryptosporidium parvum a Giardia duodenalis (kryptosporididza a
giardiaza) Tito paraziti mohou vazn€ ovlivnit zdravi telete, coz vede k letargii, dehydrataci a
snizenému piijmu krmiva, absorpci zivin a vykonnosti (Shaw et al. 2020).

Telata, jimz jsou probiotika pfidavana do mleziva a mlé¢né nahrazky maji vyssi
télesnou hmotnost. Zaclenéni kombinace probiotik a fytobiotik jako dopliikové latky ma

21



vyznamné priznivé uCinky na prumérny denni prirustek, pfijem startéru a celkovy piijem
susiny (Stefanska et al. 2021).

V soucasné dobé se k preventivnimu podavani probiotik u telat nepfistupuje zejména
z ekonomickych divodi (Alawneh et al. 2020), Casté je ale podavani prebiotik jako krmnych
aditiv, ktera nabizi cela fada vyrobct. V piipadé propuknuti prijmového onemocnéni u telete
je podani probiotika vhodnym dopliikem k 1é¢bé.
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4 Material a metody

4.1 Ustajeni

Jako experimentalni staj byla pouzita Mlécna farma v Uhelné Pfibrami. Experiment
probihal v porodni staji, ktera je rozdélena do 15 kotct s hlubokou podestylkou. Kravy jsou
naskladfiovany 14 — 21 dni pfed planovanym terminem oteleni. Kotce byly pred
naskladnénim dojnic dikladné asanovany, vysypany dolomitickym vapencem a nastlany
Cistou slamou. Pokus probihal v jednom vyc¢lenéném kotci, kde se nachazely pouze dojnice,
které byly soucasti experimentu. Celkem bylo do skupiny A zatazeno 6 dojnic a do skupiny B
6 dojnic. Kravy ze sk. A ihned po porodu spolecny kotec opustily a byly pfevedeny na rozdoj.
Kravy ze skupiny B zistaly ve spoleéném kotci i se svym teletem po dobu 24h do ukonceni
experimentu. Poté byly také prevedeny na rozdoj a tele umisténo do VIB. P&t dni pred
planovanym terminem porodu bylo dojnicim podavano 250 ml mléka prokysaného kmenem
rifampicinrezistrentnich bifidobakterii (RRBIF) B. animalis ssp. animalis 23I1. Kravy
dostavaly mléko jednou denn¢, az do terminu porodu. Miléko bylo kravam nalito pfimo do
krku. Béhem porodu, ¢i vzapéti po porodu byl proveden stér z vaginy, zachyceni plodové
vody, stér zubniho plaku a slin z Gstni dutiny a odbér vykali z rekta. Tyto vzorky v mnoZzstvi
1 g byly odebirany do zkumavek s anaerobné piipravenym Wilkins-Chalgren bujonem a
glycerinem v poméru 6 ml bujonu a 3 ml glycerinu (Tabulka ¢ 8) a paralelné¢ do
mikrozkumavek v mnozstvi 0,5 g k izolace DNA a jeji nasledné analyze.

4.2 Design experimentu

Kravy byly rozdéleny na dvé skupiny. Skupin€é A (n=4) bylo tele okamzit€¢ po porodu
odebrano, umisténo do termoboxu a nakrmeno mlezivem jiné kravy, kterd nebyla soucasti
experimentu a bifidobakterie ji nebyly podavany. Telata dostala mlezivo ohraté na teplotu
37°C k vypiti cucdkem, pokud nebyla ochotna je pfijmout bylo jim mlezivo podano sondou
v mnozstvi minimalné 3 1. Skupiné B (n=6) byla telata ponechana po dobu 24 hod. a bylo jim
umoznéno sat mlezivo pfimo od matky, nechat se olizovat a interagovat s prostiedim

Dva dny po porodu bylo obéma skupinam krav odebrano mléko a telatim stéry
zubniho plaku a slin a odbér vykal z rekta stejnym zptusobem jako je popsano vyse. Tytéz
odbéry byly provedeny 5. den po porodu (Tabulka ¢. 6). Vzorky byly ihned po odbéru
zamrazeny a uchovany k dal§imu zkoumani.
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Tabulka €. 6 Schéma odebirani vzorku

Vzorek ¢.

o RN N N AW N

S S Sy o
L N N I AR WN =D

Zvire

krava A

tele A oddélené od matky

krava A

tele A oddélené od matky

krava A

krava B

tele B zustalo s matkou

krava B

tele B zustalo s matkou

krava B
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den porodu

. den po porodu

. den po porodu

. den po porodu

. den po porodu

den porodu

. den po porodu

. den po porodu

. den po porodu

. den po porodu

Typ vzorku
stér ze zubu, sliny
stér z vaginy
vykaly z rekta
stér ze zubu, sliny
vykaly z rekta
mléko
stér ze zubu, sliny
vykaly z rekta
mléko
stér ze zubu, sliny
stér z vaginy
vykaly z rekta
stér ze zubu, sliny
vykaly z rekta
mléko
stér ze zubu, sliny
vykaly z rekta

mléko



4.3 Vyziva

Na porodné byly kravy krmeny krmnou davkou pro suchostojné kravy (Tabulka €. 7),
po oteleni se presunuly do jiné casti stije, kde presly na krmnou davku pro kravy v rozdoji
(Tabulka ¢. 8). Zména slozeni krmné davky neovlivni vysledky pokusu, protoze zkoumany
kmen bifidobakterii je oznac¢en a do krmné davky nejsou probiotika cilené pridavana.

Tabulka €. 7 Krmna davka suchostojnych krav a krav na porodné

Komponenta Mnozstvi v [kg]
Slama 2,5

Seno 1
Jetelotravni senaz 2,5
Travni senaz 5,5

Smés DPP (dojnice priprava porod) 3,5

Silaz 10
Kukurice CCM 1,2

Tabulka ¢. 8 Krmna davka pro kravy v rozdoji

Komponenta Mnozstvi v [kg]
Slama 0,5
Seno 1,5
Jetelotravni senaz 3,5
Travni senaz 5,5
Smés DOVP (dojnice 8
vysokoprodukéni)

Silaz 20
Kukurice CCM 2,5
Melasa 0,7
Kukuficny Srot 4
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Telata od krav ze skupiny A byla po osusSeni v termoboxu a napojeni mlezivem
z cucaku umisténa do venkovniho individualniho boxu (VIB). Zde bylo telatim podavano
pasterované netrzni mléko, ze kterého piesla ve v€ku 5. dni na mléénou nahrazku. Telata od
krav z druhé skupiny byla do VIB umisténa az den po porodu, poté byla rovnéz krmena
pasterovanym netrznim mlékem a od 5. dne mlécnou néhrazkou (Tabulka €. 9) slozenou ze
suSeného odstredéného mléka, susené syrovatky, susené syrovatky castecné delaktosované,
syrovatkového permeatu suSeného, rostlinného tuku, vepfového sadla, L-lyzin
monohydrochloridu, butylhydroxytoluenu, oxidu zine¢natého, betainu hydrochloridu,
uhli¢itanu zeleznatého, vit. E, Enterococcus faecium, selenomethionin ze Saccharomyces
cervisiae, siran médnaty pentahydrat, vit. C, vit. B1, B2, K3, B6, D3 a jodid draselny. Obéma
skupinam byl 5. den véku predlozen startér COT S Premium od znagky Cerea a.s., (Tabulka &.
10).
Tabulka €. 9 Slozeni mlé¢né nahrazky

Analytické slozky Mnozstvi v [%]

Hruby protein 23,5
Hruba vlaknina 0
Hrubé oleje a tuky 20
Hruby popel 8,2
Sodik 0,6
Vapnik 1
Fosfor 0,65

Tabulka ¢&. 10 Analytické slozky startéru COT S Premium

Analytické slozky Mnozstvi v [%]

Hruby protein 18,5
Hruba vlaknina 4,2
Hrubé oleje a tuky 3,1
Hruby popel 6,1
Sodik 0,29
Vapnik 0,74
Fosfor 0,55
Horcik 0,4
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Slozeni teleciho startéru je pSenice, kukufice, sojovy extrahovany Srot loupany,
sojovy extrahovany Srot toustovany, jeCmen, sluneCnicovy extrahovany Srot, fepkovy
extrahovany Srot, len extrudovany, cukr fepny, CaCOsz, NaCl, monokalcium fosfat, MgO,
Vitamin A, Vitamin D3, siran zeleznaty monohydrat, jodid draselny, siran meédnaty
pentahydrat, siran zineCnaty monohydrat, seleniCitan sodny.

4.4 Kultivacni stanoveni bakterii

Pro stanoveni bakterii ve vzorcich byla pouzita kultivaéni deskova metoda. Pocty
bakterii byly stanovovany na selektivnich polotuhych péstebnich médiich. Jednalo se o média
Wilkins-Chalgren agar (Oxoid), pouzivany pro stanoveni celkového poctu anaerobnich
bakterii (CP), dale pro stanoveni bifidobakterii (BIF) byl vyuzit modifikovany Wilkins-
Chalgren agar s pfidavkem ledova kyselina octova (1ml/l), mupirocin (100 mg/l) a
norfloxacinu (200 mg/l). Pro rifampicin rezistentni bifidobakterie (RRBIF), tedy
bifidobakterie, ktery byly podavany kravam pied otelenim, byl pouzit rovnéz modifikovany
Wilkins-Chalgren agar s pfidavkem rifampicinu (100mg/1), ledové kyseliny octové (1ml/l) a
mupirocinu (100 mg/l). Rogosa agar (Oxoid) byl pouzit pro stanoveni laktobacili (LB). E.
coli (EC) a koliformni bakterie (KOLI) byly stanoveny na TBX agaru (Oxoid). Veskera prace
byla provedena asepticky (Vlkova et al. 2015). Slozeni vybranych agari je uvedeno
v tabulkach 11, 12 a 13.

Nejprve byla pfipravena fedici fada. Bujony pro fedici fady byly pfipraveny metodou
roll-tube, kdy se dané médium probubla oxidem uhlicitym k zajisténi anaerobniho prostiedi.
Pfislusné natfedéné vzorky byly umistény na Petriho misky ve tfech opakovanich a okamzité
byly zality selektivnimi pidami. Misky pro kultivaci bifidobakterii a celkovych pocti
anaerobnich bakterii byly pfelity vrstvou agaru a ithned byly umistény do anaerostatu spolecné
s vyvijeCem anaerobni atmosféry (Anaerogen, Oxoid). Kultivace laktobacili probihala v
mikroaerofilnim prostfedi, které bylo zajisténo dvoji vrstvou agaru. Suspenze bakterii byla
prelita prvni vrstvou agaru a po jejim zatuhnuti byla miska prelita dalsi vrstvou agaru. E. coli
a koliformni bakterie byly kultivovany aerobn€. Ve vSech ptipadech probihala kultivace 48-
72 hodin pfi teploté 37 °C. Po kultivaci byly kolonie spocitany, byl vypoCten primér a
smérodatna odchylka a vysledky vyjadreny jako log KTJ/g (kolonie tvofici jednotka).
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Tabulka ¢. 11 — Slozeni Wilkins-Chalgren bujonu a agaru (Oxoid)

Wilkins-Chalgren
bujon/agar
Trypton

Pepton

Glukosa
Kvasnicny extrakt
NaCl

L — arginin

Na — pyruvat
Menadion

Hemin

Agar*

gl

10
10

W W

0,5

10

* pouze u Wilkins-Chalgren agaru

Byly porovnany vysledky stanoveni jednotlivych skupin bakterii u jednotlivych typu
vzorkt vzdy mezi skupinou A a B. Byl pouzit studentiv t — test, na jehoz zaklad€ byl urCen
statisticky vyznamny rozdil mezi experimentalnimi skupinami. Statisticky vyznamny rozdil
byl uren na hladin€ vyznamnosti a = 0,05, a« =0,01 a o = 0,001. Pro zpracovani vysledkt byl

vyuzit program Statgraphics Centurion 19.

Tabulka €. 12 — Slozeni TBX agaru (Oxoid)

TBX agar

Trypton

Zludové soli No.3
Agar

X-glukuronid

pH 7.2 + 0.2 @ 25°C

gl
20
1,5
15
0,075
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Tabulka €. 13 — Slozeni Rogosa agaru (Oxoid)

Rogosa agar g/l
Trypton 10
Kvasnicny extrakt 5
Glukosa 20
Sorbitan monooleat "Tween 80’ 1 ml
Dihydrogenfosfore¢nan 6
draselny

Citrat amonny 2
Bezvody octan sodny 17
Siran hore¢naty 0,575
Siran manganaty 0,12
Siran zeleznaty 0,034
Agar 20

pH 5.4 £ 0.2 @ 25°C
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5 Vysledky

Cilem prace bylo na dvou experimentalnich skupinach krav zjistit vliv délky ustajeni
novorozeného telete spoleCné¢ s matkou na mnozstvi bifidobakterii v GIT téchto telat
v poporodnim obdobi. Byly vytvoreny dvé skupiny dojnic, obéma bylo od patého dne pred
planovanym terminem porodu podavano mléko prokysané rifampicilinrezistentnim kmenem
bifidobakterii (RRBIF). Kravam ze skupiny A bylo tele ihned po porodu odebrano, aby
nemohlo dojit k zddné interakci s matkou nebo okolnim prostiedim. Kravam ze skupiny B
bylo tele ponechano po dobu 24h.

Vysledky stanovenych poc¢th bakterii ve vzorcich vykalti a tstni dutiny pokusnych
telat z obou skupin jsou uvedeny v tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢. 14 Pocty bakterii stanovené vzorcich vykalt a ustni dutiny pokusnych telat

(vysledky jsou uvedeny jako prumeér + smérodatna odchylka log KTJ/g).

Vzorek  Skupina Cp BIF LB EC KOLI RRBIF
vykaly z rekta = *#931+£0,37  ***876+045  6,61+061  786+108 5,66 +2.01 2,73 +£2.14
2. den po
porodu ¥966+024 9344030  7.03+158 8434053  6.11+1.58 3.60 + 1,38
stérzezubu, A 44,00, 2,16+ 1,94 155+ 1,14 2174138  *277+127 1.00 + 0,00
sliny
B
2. den po 4654089 2514089 1444086  212+119  *177+113 1,05+0,13
porodu
, oksk
vykaly z rekta = 09;21 * **%8 64 +£0,27  6,65+0,98  7,96+0,86 6,10 =220 *%%) 12+ 0,79
5. den po B ***9’ 04
porodu 033 ¥49354047 7444159 7824053 5684200  **¥373+122
stérzezubu, A 554045 204+ 1,11 154124 1734086 2544171 1.00 + 0,00
sliny
B
S. den po %478 40,40 2364117 2004087 1714104  *151+082 1,00 = 0,00
porodu

Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami A a B, *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

CP - celkovy pocet anaerobnich bakterii; BIF — bifidobakterie; LB — laktobalily; EC —
Escherichia coli; KOLI — koliformni bakterie; RRBIF — rifampicilin rezistentni bifidobakterie

Pfi porovnani vyslednych dat u obou skupin je patrna vyssi hladina celkovych poctu
bakterii a to 9,66 + 0,24 log KTJ/g u skupiny telat, které byla ponechana 24 hodin s matkou,
oproti hodnoté 9,31 + 0,37 log KTJ/g u skupiny telat, ktera byla ihned po porodu od matek
oddélena. Tento rozdil je statisticky vyznamny (P<0,01). U skupiny telat ustdjenych 24 hodin
s matkami byly zaznamenany 1 signifikantné vyssi (P<0,001) pocty bifidobakterii (9,34 + 0,30
log KTJ/g) oproti telatim ve skupiné A (8,76 £ 0,45 log KTJ/g) (P<0,001) a to ve vzorcich
vykalll odebranych 2. den po porodu. Tento rozdil je rovnéz patrny u vzork( vykalt
odebranych 5. den po porodu. Ve vzorcich ze slin bylo nalezeno vyznamné (P<0,05) vyssi
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koncentrace koliformnich bakterii u skupiny A a to jak 2. den 2,77 + 1,27 log KTJ/g (sk. A)
oproti 1,77 + 1,13 log KTJ/g (sk. B), tak i 5. den po porodu 2,54 + 1,71 log KTJ/g (sk. A)
oproti 1,51 £ 0,82 KTJ/g (sk. B). Telata ze skupiny A m¢la také vyssi celkové pocty bakterii
ve vzorcich slin z 5. dne po porodu. U telat ze skupiny B, ktera byla ponechana s matkami
byla ve vSech pfipadech zjisténa vyssi hladina celkovych bifidobakterii 1 uméle dodanych
rifampicinrezistentnich bifidobakterii, nez u telat ze skupiny A. Ve vykalech telat ze skupiny
B byla jesté 5. den po porodu zjist€no mnozstvi podanych bifidobakterii (RRBIF) 3,73 + 1,22
log KTJ/g oproti 2,12 + 0,79 log KTJ/g u skupiny A, tento rozdil je statisticky vyznamny na
hladin€é vyznamnosti P<0,001. Rifampicin rezistentni bifidobakterie ve slinach u skupiny A
byly 2. den po porodu pod detek¢nim limitem (1,00 + 0,00 log KTJ/g). U skupiny telat, ktera
byla ponechana 24 hodin s matkami byly ovSem pocty RRBIF rovnéz velmi nizké a to 1,05 +
0,13 log KTJ/g. Paty den po porodu nebyly podané bifidobakterie v ustni dutiné detekovany
ani u jedné skupiny, zatimco pocCty pfirozené se vyskytujicich bifidobakterii dosahovaly
hodnot vice nez 10* KTJ/g. Poéty laktobacild ve vzorcich vykald odebranych z rekta byly
vy$si u telat, ktera byla po porodu ponechana s matkami, jejich pocet presahoval 10’ KTJ/g. U
skupiny telat, ktera byla ihned po porodu odebrana od matek byly hladiny laktobacila asi o
pul fadu nizsi. Tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné. Podobné tomu bylo i ve vzorcich
slin, ale tam byly zaznamenany vyznamné niz§i pocCty laktobacili, ostatné jako i dalSich
skupin bakterii.

V tabulce €. 15 jsou uvedeny vysledné pocty sledovanych bakterii ve vzorcich z dutiny
ustni a zubniho plaku, vaginy a plodové vody, vykalech z rekta a mléku pokusnych dojnic
z obou skupin.
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Tabulka ¢. 15 Pocty bakterii stanovené vzorcich vykald, Gstni dutiny a vaginy pokusnych

dojnic (vysledky jsou uvedeny jako prumér = smeérodatna odchylka log KTJ/g).

Vzorek skupina Ccp BIF LB EC KOLI RRBIF
vikaly A *7.70£046 5,68+ 0,70 485+ 1,01 470+ 1,18 3,79 40,84 3484128
zrekta B 7,16 +0,72 592+1.19 4.44£039 3,87+ 1.70 3,60 £ 0,61 292+1,12

den porodu
Ster ze A 5,46 + 1,04 2,69+ 1,12 3,87+ 148 #6225+083 2,80+ 1,13 2454127
zubu, sliny o 5514055 2,98+1,50 438+1,00 #5100 £0,00  221+126 2.82+0,89
den
porodu
stér z A 5,88 + 0,38 2.92+1,58 2,13+127 #4563 44 + 138 2,51 + 1,60 +0.,73
. 137
vaginy B 6,10 + 138 2.83+2.12 2,03 +0.89 w51 33 +0,49 *1.46 + *1,18 40,31

den porodu 072

Miéko A 2114098 1254043 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,08 +0,18
2. den po B 2,19+0,94 1,40+0,59 1,00 0,00 1,00 + 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
porodu

Miéko A 2,59 4045 1214049 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 + 0,00 1,00 + 0,00
5. den po B 2,57+0,51 1214047 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
porodu

Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami A a B, *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001

CP - celkovy pocet anaerobnich bakterii; BIF — bifidobakterie; LB — laktobalily; EC —
Escherichia coli; KOLI — koliformni bakterie; RRBIF — rifampicilin rezistentni bifidobakterie

Nevyssi pocty bakterii byly dle pfedpokladu obsazeny ve vzorcich z rekta (10" KTJ/g),
nasledovaly vzorky z vaginy a plodové vody (10° KTJ/g) a ustni dutiny (10° KTJ/g). Ve
vzorcich z rekta byl signifikantni rozdil (P<0,05) v mnozstvi celkovych anaerobnich bakterii
mezi skupinami. Mnozstvi celkovych anaerobnich bakterii ve skupiné dojnic oddélenych od
telat bylo 7,70 + 0,46 log KTJ/g, ve vzorcich od dojnic, kterym tele zistalo bylo nalezeno
7,16 + 0,72 log KTJ/g. Vyjma vzorku z vaginy jsou pocty bifidobakterii vyssi, ve vSech
ptfipadech u dojnic ustijenych spolecné s teletem (skupina B). Mnozstvi E. coli bylo
vyznamn¢ (P<0,001) vyssi u dojnic ze skupiny A. V piipadé vzorkt slin, ¢inil rozdil az 2
tady. Dojnice, které byly od telat separovany mély koncentraci E. coli ve slinach 10° KTJ/g,
ale u dojnic, kterym bylo tele ponechano byla hladina E. coli pod hranici detekéniho limitu.
Podobné i u vzorka z vaginy byla hladina E. coli tadové vyssi, mnozstvi u dojnic bez telat
bylo stanoveno na 3,44 + 1,38 log KTJ/g (sk. A), u dojnic s telaty byla koncentrace zjisténa
1,33 + 0,49 log KTJ/g (sk. B) . U vzorkt z vaginy a plodové vody dojnic ze skupiny A bylo
rovné€z zjisténo vyssi mnozstvi koliformnich bakterii 2,51 + 1,37 KTJ/g nez u skupiny B, kde
pocty koliformnich bakterii dosahovaly hodnot 1,46 + 0,72 KTJ/g. Rozdily v poctu
koliformnich bakterii byly stanoveny na hladin€ vyznamnosti P<0,05. Pokusné bifidobakterie
(RRBIF) byly v den porodu prokazany v celém GIT. Byly nalezeny jak v ustni dutiné (107
KTJ/g), tak v rektu (10° KTJ/g). Mezi obéma skupinami nebyly vyznamny rozdily v etnosti
bakterii. Jejich pfitomnost byla zjisténa 1 ve vaginalnim sekretu a plodové vodé. Zde byl
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stanoven vyznamny rozdil (P<0,05) v poctech dodanych bifidobakterii (RRBIF) mezi
skupinou dojnic, kterym bylo tele odebrano (1,60 + 0,73 log KTJ/g) a dojnicemi, kterym byla
telata ponechana (1,18 + 0,31 log KTJ/g). V mléce byla prokazana pouze velmi nizka hladina
1,08 + 0,18 log KTJ/g rifampicin rezistentnich bifidobakterii u krav ze skupiny A druhy den
po porodu a paty den jiz nebyly detekovany vibec. U krav ze skupiny B byla hladina pod
detekcnim limitem 1,00 + 0,00 log KTJ/g jiz druhy den od porodu. Jako dalsi byli v mléce
detekovany pouze celkové bifidobakterie a celkové anaerobni bakterie. Mezi jejich pocty u
jednotlivych skupiny nebyly vyznamné rozdily. Ostatni skupiny bakterii nebyly v mléce
zaznamenany vubec.
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6 Diskuse

Starsi studie uvadéji, ze ke kolonizaci traviciho traktu telat dochéazi az po porodu (Leahy
et al. 2005). V souCasné dob& naproti tomu existuji studie, které tvrdi, ze kolonizace GIT
zaCina jiz in utero a dochazi k ni vertikdlnim prenosem od matky pies krevni feciste, a ze
zdrojem bifidobakterii maze byt i mléko matky (Wilczynska et al. 2019). Provedla jsem
experiment pro zjisténi, zda mize byt matefské mléko skotu zdrojem bifidobakterii pro
kolonizaci traviciho traktu telat a zda délka spolecného ustijeni telete s matkou ovlivni
kolonizaci traviciho traktu bifidobakteriemi.

Dle planu (Tabulka ¢. 6) bylo kravam pied otelenim podavano fermentované mléko.
Pivodné byl experiment navrzen tak, ze kravy mléko vypiji rozmichané ve vlazné vode,
ochucené pridanim Napoje Porod Plus od vyrobce Mikrop Cebin, a.s., ktery je standartnd
podavan po oteleni vSem dojnicim pro prevenci poporodnich problému a bachorovych
dysfunkci, popfipadé ho pfijmou nalité na krmnou davku. Prvni dojnice, na které byl pokus
provadén nafedéné mléko ochotné vypila, naproti tomu dojnice z druhé skupiny odmitla napoj
vypit. Nepfijala fermentované mléko ani nalité na krmné davce, proto musel byt experiment
upraven a mléko dale podavano dojnicim ptimo do krku. Ackoli byly kravy ustajeny v kotci,
ktery obsahoval systém samopoutaci zabrany, nebylo snadné kravu kazdy den fixovat a mléko
ji podat. Po oteleni bylo tele dojnicim ze skupiny A okamzit¢ odebrano, umisténo do
termoboxu a napojeno mlezivem jiné kravy, ktera RRBIF nebyly podavany. Dojnicim ze sk.
B bylo tele ponechano po dobu 24 hod. po porodu, toto tele pilo mlezivo pfimo od matky Po
uplynuti této doby byla telata matkam ze skupiny B také odebrana a umisténa do VIB.

Vzorky z rekta a vaginy jsem ziskavala pfimo v pribéhu porodu. Se stérem z vaginy ani
z rekta nebyl problém, provést sterilni odbér slin a stér ze zubli se mi podafilo az s asistenci
dalsiho oSetfovatele. Nejvetsi objem slin jsem odebrala z jazykovych papil, naproti tomu
mnozstvi zubniho plaku bylo minimalni, vzhledem k absenci hornich pfednich zubu a aktivni
obrané dojnice.

Oproti kontrolni prvni skupin€ jsem pfi odebirani telete pozorovala zvySenou stresovou
zatéz, aktivitu 1 vokalni projevy a samotny odbér byl velmi naro¢ny, protoze matky si sva
telata branily, oSetfovatele nechtély pustit do kotce a ttoCily na n€. U kontrolni prvni skupiny,
kde byla telata odebrana okamzit¢ po porodu jsem zadny zuvedenych problému
nezaznamenala.

Prvnich 5 dni se dle platné legislativy mléko nesmi pouzivat jako trzni, proto na vétsiné
farem bézn€ funguje napdjeni telat mlezivem od vlastni matky a kontrola kvality mleziva
refraktometrem. Vyhodou je, ze u Clovékem fizeného napajeni mame prehled o kvalité a
mnozstvi pfijatého mleziva. V intenzivnim chovu neni mozné ponechéavat z vyse uvedenych
divodu telata s jejich matkami ani po dobu prvnich dni, kdy je mléko povazovano za netrzni.

Dalsi odbéry vzorka jiz probihaly bez problémt. Odbér fekalii jsem provedla sterilni
rukavici pfimo z rekta, ustni a vaginalni stéry lékafskymi lopatkami. Mléko bylo odsttiknuto
pfimo do zkumavek.

Ackoli byla pavodné velikost skupina A i B stejna doslo pfi 5. a 6. kole experimentu
k onemocneéni telat ze skupiny A. Tele ¢. 9 dostalo prijmové onemocnéni a ve véku 3 dnii mu
muselo byt podano antibiotikum Norocillin. Po antibiotické 1écbé by nutné doslo k ovlivnéni
vysledkt. Proto odbér ve vé€ku 5 dni jiz nebyl uskute¢nén a tele i se svou matkou vyfazeny
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z pokusu. Tele €. 11 onemocnélo pneumonii a bylo léeno postupné nékolika druhy
antibiotickych pfipravki. I pres veskerou podpurnou terapii a péci oSetfovatelll toto tele ve
véku 10 dni uhynulo. Proto byla i tato dvojice vyfazena z experimentu.

Z vysledkii vyplyva, ze podty bifidobakterii v mléce se pohybuji do 10> KTJ/g, coZ jsou
pocty velmi nizké, nicméné nelze vyloucit, ze mléko matky mize byt zdrojem bifidobakterii
pro kolonizaci traviciho traktu telat. Na druhou stranu, bifidobakterie z ustni dutiny telete
mohou infikovat vemeno a strukovy kanalek matky, pfi zpétném toku mléka pfi sani a
nasledné pak mohou byt tyto bakterie detekovany v mléce. Bifidobakterie vSak byly pfitomny
i vmléce krav, které byly ihned po porodu oddéleny od telat, u kterych k takovémuto
zpétnému prenosu dojit nemohlo. Pro potvrzeni hypotézy, ze mléko muZze byt zdrojem
bifidobakterii pro mladé musi byt provedeny dalsi studie, pii kterych je nutné mléko asepticky
odebrano pfimo z mlécné zlazy. Vemeno a strukovy kanalek, potazmo mléko, totiz muze byt
kontaminovano vykaly samotné dojnice. Ani pfi maximalni snaze a dezinfekci vemene pied
odbérem mléka k analyzam neni mozné kontaminaci z prostiedi zabranit.

Kolonizace stieva je komplikovany proces, ktery je zavisly na fadé faktort, mezi které
patii délka brezosti, zdravotni stav matky, v€k, antibioticka 1écba, délka a zptsob porodu a
typ vyzivy (Alipour et al. 2018; Dogra et al. 2015). K nejvyznamnéjsi zméne ve slozeni
sttevni mikrobioty dochazi v prvnich tydnech zivota. Bifidobakterie jsou prevladajici
skupinou bakterii ve stfevé mladat krmenych matef'skym mlékem, kterd se narodila vaginalni
cestou (Wilczynska et al. 2019). Bohuzel zatim nebyly provedeny studie, které by podrobné
zkoumaly vliv kojeni a zpusobu porodu na kolonizaci GIT skotu. Nicméné existuji studie,
které se podobnou problematikou zabyvaji u lidi (Rada et al. 2011) nebo jinych zivocisSnych
druht (Ardesir et al. 2014). Budeme ptedpokladat, ze mechanismy pienosu bifidobakterii
z matky na mladé mohou byt podobné a diskutovat vysledky se studiemi provedenymi na
lidech ¢i jinych zivocisnych druzich.

Znacny vliv na kolonizaci GIT ma zptsob porodu. Musilova et al. (2015) ve své studii
zjistili rozdily v kolonizaci stfeva novorozencu narozenych vaginalné a cisarskym fezem. Ze
studie vyplyva, ze ve stievech kojenci narozenych vaginalné tvoti bifidobakterie dominantni
slozku az v 86,89 % piipadd. Naproti tomu u kojencii narozenych cisaiskym fezem tvori
dominantni slozku pouze v 41,03 %. Ve zbyvajicich 58,97 % ptipadua nebyly bifidobakterie
ve stolici vibec detekovany, zde byly relativné dominantni bakterie E. coli, klostridie a
gramnegativni anaeroby.

Vsechna telata, ktera byla zafazena do experimentu se narodila vaginalni cestou, i tak
vysledky podporuji tezi, ze je velmi pravdépodobna kolonizace v prubéhu porodu, pfi
pruchodu porodnimi cestami. Referencné oznacené bifidobakterie (RRBIF) byly pfitomny
v okamziku porodu na vaginalni sliznici, ve vaginalnim sekretu i plodové vode. Nelze
vyloucit ani kolonizaci jiz in utero, protoze plodova voda matky obsahovala vyznamnou
hladinu testovanych bakterii (RRBIF). I telata, ktera byla od matek okamzité oddélena a jejich
mlezivo nedostala byla kolonizovana rifampicin rezistentnim kmenem bifidobakteriii. Toto
zjisténi podporuje vysledek vyse uvedené studie. I ¢ast kojenct, ktefi se narodili za pomoci
cisafského fezu byla kolonizovana bifidobakteriemi, nicméné ve vyrazné¢ mensi mife nez
kojenci, ktefi se narodili vaginalné. Zcela jisté tak muzeme potvrdit vertikalni pfenos
bifidobakterii pfes pohlavni organy matky. Ale je pravdépodobné, ze k nejmasivnéjSimu
prenosu bifidobakterii dochazi az pfi prichodu vnéjsimu pohlavnimi organy.
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Zejména u hospodaiskych zvifat mize byt vulva kontaminovana bakteriemi z rekta.
Bifidobakterie tvoii podstatnou c¢ast fekalni mikrobioty, v nasem experimentu dosahovaly
hodnot 10° az 10° KTJ/g. Pti kontaminaci pohlavnich organt, v§ak miZe dochazet k prenosu i
méné pozitivnich druhli mikrobioty, jako napt. koliformnich bakterii nebo E. coli. K tomuto
prenosu pravdépodobné doslo v pribéhu porodu u krav ze skupiny A, kterym bylo tele ihned
po porodu odebrano. Koliformni bakterie byly detekovany v mnozstvi 2,51 + 1,37 log KTJ/g
a E.coli vmnozstvi 3,44 + 1,38 log KTJ/g. V obou piipadech tvofi nameéfené mnozstvi
signifikantni rozdil proti druhé sledované skupin€. Muzeme se proto domnivat, Ze u dojnic ve
skupiné A byly vnéjsi pohlavni organy pii porodu kontaminovany vykaly z rekta. V prostiedi
chléva, kde standartné k porodiim dochazi nelze dodrzovat ptisnou puerperalni hygienu a ke
kontaminacim bézné dochazi. Kravy si vSak zfegmé& vytvorily ufinny mechanismus
k potlaceni rozvoje nezadouci mikrobioty u novorozenych telat. Ve skupiné telat, ktera byla
ustajena spoleCné s matkou byla druhy den po porodu naméfena vyssi koncentrace jak
koliformnich bakterii, tak E. coli. Pfi spoleném ustajeni dochéazi ke kolonizaci mladéte
mikrobiotou okolniho prostfedi, ve kterém prevlada fekalni mikrobiota matky. Je u nich tedy
ptirozené vyssi hladina koliformnich bakterii nez u telat ustajenych separatné, ktera byla
kolonizovana pouze pfi prichodu vnéjsimi pohlavnimi organy, jak je popsano vyse. Situace
se ovSem v Case méni a 5. den po porodu je jiz koncentrace E. coli a koliformnich bakterii u
telat ustajenych s matkou nizsi nez u telat ustajenych separatne€. Hladina bifidobakterii (a to
jak dodanych RRBIF, tak celkovych) byla od zacatku ve vsech piipadech vyssi u telat
s matkou a mezi 2. a 5. poporodnim dnem doslo k dal§imu nartstu poctu bifidobakterii a
laktobacili. U separovanych telat naopak doSlo k mirnému narastu koliformnich bakterii.
Muzeme se proto domnivat, ze s vysSSi mikrobialni kolonizaci fakultativné anaerobnimi
koliformy v poc¢atku zivota se telata ze skupiny B vyrovnala pravé diky rozvoji pozitivni
probiotické mikrobioty, ktera potlacila jejich rust.

K rozvoji probiotické mikrobioty pfispiva vyraznou mérou konzumace matefského
mléka. Rozdily ve slozeni stfevni mikrobioty u kojenych déti a déti krmenych umeélym
mlékem se zabyval Rubaltelli et al. (2009). Vytvoril 2 skupiny 4 dny starych novorozencu, 22
déti bylo kojenych a 20 krmenych umélym mlékem. U skupiny kojenych déti
tvorilybifidobakterie dominantni slozku mikrobioty (47,6 % ku 15 % u déti na umelé vyzive)
a v praimérném poctu bakterii ve stolici (7,1 = 0,8 KTJ/g ku 5,3 £ 0,6 KTJ/g u déti na umélém
mléce). U novorozencii krmenych umélou vyzivou tvofily dominantni slozku mikrobioty
enterokoky (prameérné pocty 6,7 + 0,9 KTJ/g u kojenych ku 7,4 = 0,5 KTJ/g).

Dal§imi autory, ktefi se zabyvali vlivem kojeni a umélé vyzivy na zdravotni stav
novorozencu jsou Ardesir et al. (2014). Ve své studii zkoumali vliv kojeni a umélé vyzivy na
imunitni systém makaka rhesus a dosli k zavéru, ze imunitni systémy obou skupin se vyvijeji
zna¢né odlisné a tyto odliSnosti pietrvavaji az 6 mesici po odstaveni. U mlad’at kojenych
matefskym mlékem doslo k vytvoreni masivni populace T-lymfocytd a pomocnych Tz
lymfocyti jako obranné slozky specifického imunitniho systému. U mlad’at krmenych
mlécnou nahrazkou tyto slozky imunitniho systému rozvinuty nebyly. Tato zji§téni mohou
castecné vysvétlit rozdily v ochrané proti ur€itym infekénim chorobam.

Obsahem bifidobakterii v matef'ském mléce se zabyva rada dalSich studii. Mezi né patfi
studie Rady et al. (2011), ve které byly porovnavany 2 skupiny Zen a jejich déti. V prvni
skupiné bylo 18 Zen a déti v jejichz stolici byly nalezeny bifidobakterie. Ve druhé bylo 43 zen
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a déti jejichz stolice bifidobakterie neobsahovala. Bylo otestovano mléko Zen na pfitomnost
bifidobakterii pomoci FOPPK testu. U prvni skupiny obsahovalo mléko bifidobakterie v 35 %
ptipadi. Ve druhé skupiné, kde stolice kojenct bifidobakterie neobsahovala, nebyly
bifidobakterie nalezeny ani v jednom vzorku mléka. Tato studie se proto priklani k moznosti
kontaminace mléka pfi zpétném toku do kanalku v pribéhu kojeni.

Toto zjisténi nekoresponduje s vysledky naseho experimentu, kde byly bifidobakterie
nalezeny u obou skupin dojnic. Nicméné musime zvazit i moznost zkresleni z divodu
kontaminace mlécné zlazy fekalni mikrobiotou, kterd je u skotu vysoce pravdépodobna a u
lidi v podstaté vylouCend. Nalezené mnozstvi jak mutantniho kmenu RRBIF, tak 1 celkovych
bifidobakterii v mléce obou skupin bylo srovnatelné. I mléko dojnic, kterym bylo tele
okamzité¢ odebrano a zpétny pienos lze tedy vyloucit dosahovalo hodnot 1,25 + 0,43 log
KTJ/g druhy den po porodu, resp. 1,21 + 0,49 log KTJ/g paty den po porodu. Obsah
bifidobakterii v mlezivu nebyl pfedmétem zkouméani, proto nelze jejich zvysenou hladinu
potvrdit, ale telata, kterd toto mlezivo a nasledné mléko pfijimala, méla hladinu RRBIF i
celkovych bifidobakterii vyssi. Proto mizeme usuzovat, ze i mléko je podstatnym zdrojem
bifidobakterialniho osidleni.

Z vyse uvedenych studii a provedeného experimentu vyplyva, ze mezi faktory
ovliviiyjici kolonizaci mlad’at bifidobakteriemi patii zptusob porodu, zplisob vyzivy (kojeni
nebo mlécna nahrazka), okolni prostfedi a dalsi. Proto mizeme potvrdit hypotézu, Ze délka
ustajeni telete spolecné s matkou ma na kolonizaci traviciho traktu vliv. VSechny uvedené
faktory, jsou v pfimé zavislosti na matce a vysledky experimentu ukazaly signifikantni rozdily
mezi testovanymi skupinami.
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7 Zavér

Po vyhodnoceni ziskanych dat muzeme potvrdit statisticky vyznamné rozdily
mezi sledovanymi skupinami. Telata, ktera zdstala ustajena spole¢né s matkou
24h po porodu, vykazovala vys$si hladiny rifampicin rezistentniho kmene
bifidobakterii (RRBIF) nez telata, ktera byla od matek okamzité separovana.
Mléko je pravdépodobné zdrojem bifidobakterii, protoze telata, ktera sala
matefské mléko byla ve vSech pripadech vice kolonizovana probiotickymi
bakteriemi.

Pfi spolecném ustajeni telete s matkou bylo v mikrobioté telat detekovano
vyznamn€ vyS$S§i mnozstvi probiotickych bakterii a niz§i hladina fakultativné
anaerobnich koliformnich bakterii.

Byla potvrzena hypotéza, ze délka spolecného ustajeni mladéte s matkou ma
vliv na kolonizaci GIT novorozenych telat.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

GIT - gastrointestinalni trakt

SCFA - short chain fat acid — tékavé mastné kyseliny

VIB - venkovni individuélni boxy

VSB - venkovni skupinové boxy

KTJ — kolonie tvorici jednotka

COT - &asny odstav telat

WHO — World Health Organization — Svétova zdravotnicka organizace
FAO — Food and Agricuture Organization — Organizace pro vyzivu a zemédé€lstvi
NAHMS — National Animal Health Monitoring System

F6PPK - fruktoza-6-fosfatfosfoketolaza

FOS — fruktooligosacharidy

GOS - galaktooligosacharidy

SOS - sojové oligosacharidy

MOS — mannanoligosacharidy

CP — celkovy pocet anaerobnich bakterii

BIF — bifidobakterie

LB — laktobalily

EC — Escherichia coli

KOLI - koliformni bakterie

RRBIF - rifampicilin rezistentni bifidobakterie
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