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Abstrakt

V mé praci jsem se vénovala vlivu probiotik Bifidobacterium sp. na funk¢éni stav
bachoru skotu. V pokusu byly pouzity dvé dospélé kravy plemene Aberdeen-angus
se zavedenou permanentni kanylou, kterym byla denné¢ podévana probiotika
Bifidobacterium sp.. Z odebranych vzorku bachorové tekutiny byli analyzovany
tékavé mastné kyseliny, protozoa, pH a mnozstvi amoniaku. Pfi testovani vlivu
probiotik na jednotlivé proménné, s pevnym efektem jedince nebyl vliv probiotik
prokazan. Pfi testovani bez efektu jedince vySla v linearnim modelu nejlépe
popisujicim méa data kyselina octova a maselna. V jejich zavislosti se zvySovaly
pocty protozoi. JelikoZ byli pouziti pouze dva pokusni jedinci, je zde silny efekt
jedince. Z mych vysledku vyplyva, ze vliv probiotik Bifidobacterium sp. na funk¢ni
stav bachoru je nizky. Tyto vysledky mohly byt ovlivnény nizkym poctem replikaci
aplikace probiotik a také nizkym poctem zvifat.

Klic¢ova slova: Bifidobacterium sp., protozoa, krmné dopliky, pistél, skot



Abstract

In my study | was examining the influence of the probiotic Bifidobacterium sp. on
the functional status of the cattle’s rumen. Two adult cows Aberdeen-angus were
used in this experiment. They were treated with a permanent cannula, which served
for daily dosing of probiotics Bifidobacterium sp.. Samples of rumen fluid were
analyzed for the amount of volatile fatty acids, protozoans, pH and the quantity of
ammonia. When we tested the effect of the probiotics on each variable, the fixed
effect of the influence of an individual has not been proved. When we tested the data
without the effect of the individual in a linear model, the variables best describing
my data were the butyric and acetic acids. The amount of protozoans increased as
there levels grew. There is a strong effect of the individual as only two individuals
were used. My results indicate that the influence of the probiotics Bifidobacterium
sp., on the functional status of the rumen is low. These results could be affected by
the low number of experiment-replication as well as by small quantity of tested

animals.

Key words: Bifidobacterium sp., protozoa, feed supplements, fistula, cattle
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ZKkratky

VFA — (volatile fatty acids) tékavé mastné kyseliny
GIT — gastrointestinalni trakt

ZKD - zékladni krmna davka

NDF — neutraln¢ detergentni vlaknina

P — pokus
K -kontrola
Kys.- kyselina

LM - linearni model
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1. Uvod

Hlavnim cilem zivo€i§né vyroby je zajiSténi kvalitnich a bezpecnych produktt pro
Clovéka. Dilezité jsou i spravné zivotni podminky zivoCicha a ohled na zivotni
prostfedi. Vyznamnou oblasti zootechnického vyzkumu je =zlepSeni kvality
a zdravotni nezavadnosti masa. V minulosti byla ¢asto pouzivana antibiotika jako
krmné doplnky. Béhem let zaCaly byt vSak obavy z vyvoje rezistence vuci
antibiotikiim, pfenosné ze zvifete na clovéka a jeho mikrofloru. To vSe vedlo
k zakazu uzivani antibiotik a tim se dostal do popiedi vyzkum alternativnich
krmnych doplnkd a to probiotik, prebiotik a synbiotik. Pfestoze se znalost
0 ucincich téchto doplnkovych latek zvysila, zakladni informace a dopad na jedince

jsou stale netiplné a casto rozporné.

Cilem této prace bylo zjistit, jakym zplsobem ovlivni podavani probiotickych
krmnych aditiv mikrofloru a mikrofaunu bachoru. Jak zaplisobi na zakladni
chemické a biologické pochody v bachoru a také jejich vliv na celkovou

stravitelnost podavaného krmiva u kanylovaného skotu.
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2. Literarni prehled

2.1 Travici trakt prezvykavci

Funkci travici soustavy piezvykavcu je nejen piijimani krmiva, ale i rozklad slozek
na vstiebatelné latky, jejich naslednd resorpce do krve a mizy a vyluCovani
nestravenych zbytkl potravy z téla ven. Travici soustava je slozena z dutiny Ustni,
hltanu, jicnu, Zaludku, stfev a dale velkymi zldzami jako jsou slinné Z14zy, slinivka
bfiSni a jatra (BouSka et al., 2006; Reece, 1998). Piezvykavci neprodukuji Zadné
enzymy, které by napomahaly rozkladu ptijatého krmiva. Maji v§ak mikroorganismy
(bakterie, houby a prvoky), kteti zajistuji rozlozeni krmiva pro svou vlastni energii
a rust a produkuji té€kavé mastné kyseliny (VFA) (Hulsen and Aerden, 2014;
Russell and Rychlik, 2001). Pomoci enzymii mikrobidlniho pivodu probiha
v predzaludku takeé traveni ostatnich Zivin. Spolu S mikrobialnim travenim probihaji
procesy syntetické. Vyznamnym syntetickym procesem je syntéza mikrobidlni
bilkoviny, ktera je pro hostitelsky organismus vyznamny zdroj esencidlnich
aminokyselin. Pfezvykavci piijimaji velké mnozstvi krmiva, ¢imz se Vv priubéhu
vyvoje zvySuje kapacita jejich predzaludku. Na vyvoji sliznice ptedzaludku
se vyznamné podileji produkty mikrobialni ¢innosti ovliviiujici tloustku sliznice
a zvétSeni resorpéni plochy. Ke zvétSeni povrchu dochazi piedevsim v knize.
Nasledkem je vstfebavani velkého mnozstvi vody, tékavych mastnych kyselin
a mineralnich latek. U piezvykavych domacich zvitat probiha velka Cast traveni
potravy Vv bachoru. Ke zbylému traveni, pfedev§im traveni bilkovin, dochazi
ve slezu. Vstiebavani zivin probihd v tenkém a tlustém stievé. V tlustém stfeve
dochazi i k traveni, které je pomérné¢ zanedbatelné Vv porovnani S travenim

v bachoru (Fuller, 2004; Jelinek et al., 2003; Reece, 1998).

2.2 Rozvoj predzaludku

Traveni u telat v nejmladsim véku se vyrazné odlisuje od traveni dospélych zvifat,
protoze V prubéhu vyvojovych fazi se méni anatomické poméry a fyziologie
traveni. Pifjem objemnych krmiv urychluje vyvoj a kapacitu pfedzaludku a jiz
ve tfech mésicich véku je tento vyvoj ukoncen. Na vyvoji predZaludku se vyrazné
podileji produkty mikrobidlni Cinnosti, t€kavé mastné kyseliny, které maji vliv
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na tloustku sliznice ptredzaludku, stimuluji vyvoj bachorovych papil, cepco-
slezovych tas a listi knihy (Jelinek et al., 2003). V prvnich dnech po narozeni se
zvétSuje nejintenzivnéji slez, naopak hmotnost predzaludku se zdvojnasobi za 2 -3
tydny (Kudrna et al.,, 1998). V dalsim obdobi se zvétSovani slezu zpomaluje
a mnohem rychleji se zvétSuje objem bachoru, zejména Vv zavislosti na piijmu
rostlinné slozky, mikrobialni ¢innosti a dalSich faktord (Urban et al., 1997).
U narozeného telete je pomér piedzaludku a slezu 1:9, v 8. tydnu véku se pomér
vyrovnava, ve véku 12. tydni je jiz pomér bachoru a slezu 2:1 a v dospélosti se
pomér obraci ve prospéch predzaludku, tedy 9:1(Cerveny et al., 1999; Urban et al.,
1997).

Po narozeni je tele inokulovano prvnimi bakteriemi ze slin matky. Nejprve se jedna
0 fakultativné anaerobni bakterie, které¢ do nékolika dni vystfidaji pfisné anaerobni
mikroorganismy. V prvnim tydnu zivota telete se rozviji metanové bakterie, dale
celulotické bakterie a ve dvou tydnech se objevuji plisné. Bachor je pIlné funkéni

az po jeho osidleni prvoky (Bouska et al., 2006; Reece, 1998).
2.3 Anatomie predzaludku

Ptedzaludek je trojdilny, vakovité¢ uspotadany organ vystlany bezzlaznatou sliznici,
ktery zaujimad celou levou polovinu bfiSni dutiny. Pfedzaludek se sklada ze tti
samostatnych oddili: bachor (rumen), cepec (reticulum) a kniha (omasum)
(Cerveny et al., 1999).

2.3.1 Bachor

Jedna se 0 prvni oddil ptedzaludku skotu, kde dochazi k fermentaci, coz umoznuje
traveni vlakniny a dalSich krmiv. Bachor je nejvétsi ¢asti zaludku, ma objem
az 120 litrd (Radunz, 2012).Vypliuje téméi celou levou polovinu bfi$ni dutiny
zvifete. Jeho pravou i levou plochu déli horizontalné probihajici podélné povrchové
brazdy, jimZz uvniti bachorové dutiny odpovidaji bachorové pilite. Ty rozdéluji
bachor na pét propojenych vaka (Obr.1). Bachor je vystlan bezzlaznatou sliznici
(mukozou), krytou vrstevnatym dlazdicovym epitelem. Bachorova sliznice vytvaii
papily jazyckovitého tvaru, vysoké 12 az 15 mm, vyrazné zvySujici celkovou plochu

bachorového epitelu. Velikost papil a jejich mnozstvi se v prabéhu reprodukéniho
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cyklu, v zavislosti na skladbé¢ krmné davky a intenzit¢ fermentacnich pochodu
vV bachoru, znacné¢ méni. Ve ventralnim bachorovém vaku vzdy zbyva ¢ast obsahu
z predchoziho krmeni @ nové prijimané krmivo se na n¢j vrstvi (Jelinek et al., 2003;

Reece, 1998).

Kranialni  Dorzalni

Jicen _ bachorovy bachorovy
Branice vak

Pilife bachoru

Kaudodorzalni
slepy vak

Kaudoventralni
slepy vak

Ventralni vak

Gepcobachorovy zahyb

Cepcoknihovy otvor

Obr. 1: Predzaludek skotu (Reece, 1998)

2.3.1.1 Bachorova motorika

Kontrakce bachoru a ¢epce umoznuji ruminaci, zajistuji potfebny stupen promiseni
krmiva, jeho vyuziti v komplexnich fermentacnich pochodech, uskutecnovanych
bachorovymi mikroorganismy a naslednou distribuci do knihy. Pro prabéh téchto
pochodu je dilezité, aby krmné davka zvirat obsahovala dostatek efektivni vlakniny
stimulujici kontrakce svaloviny ptfedzaludku (Jelinek et al., 2003). Je také dilezité,
aby bylo udrzovano urcit¢ usporadani bachorového obsahu. Bachorovy obsah
zahrnuje n€kolik vrstev, vrstvu flotujicich, dosud nestravenych casto vléknitych
Castic, tekutou stfedni vrstvu a na dn¢ bachoru pak usazenou hustou slozku,
tvofenou jiz z Casti natrdvenymi, t€¢Z8imi komponenty. Horni vldknitd vrstva
zpomaluje u krmiv s vysokym obsahem nestrukturalnich sacharidi (rychle dostupné
sacharidy - ptedevsim $krob a cukry) rychlost fermentace a soucasné brani jejich

¢asnému posunu do knihy a slezu (Reece, 1998).

2.3.1.2  Prezvykovani, sliny, produkce plynt a krkéni

Na bachorovou motoriku navazuji procesy ruminace. Pfezvykovani se sklada ze ctyt
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fazi: rejekce neboli vyvrzeni sousta (regurgitace), prezvykovani (remastikace),

dodate¢né proslinéni a opétovné spolknuti.

Jednd se o0 reflexni cCinnost, ktera se spousti na zakladé podrazdéni
mechanoreceptortt ve sliznici ¢epce a Vv bachoru v oblasti Cesla. Prezvykovani
a proslinéni za¢inaji soucasné. Béhem piezvykovani se mohou 2 - 3krat spolknout
sliny. Opétovné spolknuti sousta cely cyklus ukon¢i a novy za¢ne zhruba za 5 vtefin
(Gillespie and Flanders, 2014; Reece, 1998). Sliny skotu jsou vysoce alkalické, pH
v rozmezi 8,2 - 8,4, protoze obsahuji velké mnozstvi mocoviny, NaHCOs3
a NapHPOs. Sliny ptisobi jako pufra¢ni systém organismu, udrzujici optimalni pH
bachorového prostfedi, coz je nezbytné pro fyziologicky rozvoj mikroorganismii
a jejich fermentaci. Pufra¢ni systém slin neni schopen neutralizovat vSechny
bachorové kyseliny a v piipadé vétSiho zatizeni kyselinami se uplatituje pufracni
ucinek mocoviny. Obsah mocoviny ve slinich se zvySuje umérné s poklesem
koncentrace amoniaku Vv bachorové tekutiné a poklesem bachorového pH.
Neptitomnost slin méa za nasledek naruseni acidobazické rovnovahy a vodni bilance
(Hofirek et al., 2009; Jelinek et al., 2003; Reece, 1998). Plyny vznikajici v bachoru
jako produkty fermentace krmiva, jsou piedevs§im oxid uhli¢ity (60 — 70 %)a metan
(30 — 40 %). Dusik, kyslik a vodik mohou byt pfitomny ve stopach a na kratkou
dobu, protoze se rychle ucastni dalSich reakci. Krkani (eruktace) je proces pii kterém
se plyn z piedzaludku odvede jicnem a hltanem do dutiny ustni a ven z téla.

Krkani se uskuteéiuje jednou za minutu (Reece, 1998).

2.3.1.3  Bachorové prostredi

Bachor hosti velké mnozstvi mikroorganismii véetné¢ bakterii, prvoka a hub, ktefi
funguji na zakladné striktniho anaerobniho prostiedi. Tyto mikroby degraduji
rostlinou vldkninu na nevldknité sacharidy, bilkoviny, tékavé mastné kyseliny
a amoniak. Amoniak vyuzivaji mikroby jako energii a vlastni zdroj dusiku potiebny
k rastu (Flint, 1997; Fraga et al, 2013; Gillespie and Flanders, 2014;
Ozutsumi et al., 2005; Pinloche et al., 2013; Welkie et al., 2010). Z toho vyplyva,
ze tyto mikroorganismy maji vyznamnou tlohu pro zachovani stability bachorového
prosttedi a zdravi hostitele (Castillo-Gonzalez et al., 2014; Round and Mazmanian,
2009).

Teplota bachoru je dana teplotou zvifete, ktera ale souvisi i S teplotou prostredi,

pohybovou aktivitou jedince. Jeji hodnoty jsou mezi 38,6 — 40C . Teplota bachoru
15



se méni po poziti napajeci vody 0 nizké nebo naopak pfili§ vysoké teploté

(Brod et al., 1982).

Osmoticky tlak je pfevazné ovlivnén druhem pfijimaného krmiva. Znaény vliv ma
také permeabilita epitelu bachorové stény pro ionty VFA, Na', Ca?*, Mg?*, CI.
Pfed nakrmenim je osmoticky tlak bachorového obsahu viac¢i krevni plazmé
hypotonicky, hodnoty jsou niz$i nez 280 mosmol. kg?, po nakrmeni vzroste

az k hodnoté 400 mosmol. kg™ (Lodemnann and Martens, 2006).

Bakterie

v 1 ml bachorové tekutiny byva 10° az 102 bakterii (Bouska et al., 2006; Prescott et
al., 2005). Konkurence bakterii zavisi na fad¢ faktort, jako jsou preference substratu,
energetické naroky a odolnost vii¢i nékterym produktim, které mohou byt toxické
(Pitta et al., 2010). Bakterie jsou obvykle klasifikovany podle svych schopnosti
fermentovat jednotlivé substraty a podle druhu tvofenych metabolitd, jako bakterie
celulolytické, hemicelulolytické, pektinolytické, amylolytické, metanogenni,
proteolytické, urealytické, ale také bakterie utilizujici kyseliny a lipidy
(Jelinek et al., 2003). Celulolytické bakterie hraji dilezitou roli ve vyziveé
prezvykavceu, jelikoz celuldza je hlavni slozkou buné¢nych stén rostlin (Russell et al.,
2009). Bakterie také produkuji mnoho vitamind dulezitych pro piezvykavce. Poté co
bakterie dokon¢i sviij reprodukéni cyklus, jedinec je stravi, z ¢ehoZz ma prezvykavec

dalsi vyhody (Gillespie and Flanders, 2014).

Nalevnici

Bachorovy nalevnici, anaerobné fermenta¢ni mikroorganismy, vyrazné prispivaji
k traveni piezvykaveu (Ushida, 2011). K osidleni bachoru nalevniky dochazi
pti pfechodu z mlééné vyzivy na zkrmovani objemné pice kontaminované ndlevniky
nebo kontaktnim prenosem od okolnich zvifat (Jelinek et al., 2003). Nalevnici
predstavuji 40 — 80 % zivocisné biomasy bachoru. Systematicky spadaji do podtiidy
Trichostomatia a muzeme je rozdélit do dvou hlavnich skupin: ftad
Entodiniomorphida a Vestibuliferida (Firkins et al., 2007; Ricard et al., 2006;
Yanez-Ruiz et al., 2004). Travi sacharidy, produkuji aminokyseliny a zpracovavaji
nestravitelné strukturni polysacharidy na nestabilni lipidy, které mohou byt snadno
absorbovany hostitelem a vytvaret tak jeho hlavni zasoby energie (Cameron, 2003).
Jsou velmi citlivy na snizeni pH pod 55 a zvySeni osmotického tlaku
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nad 0,9 Mpa/l . Pii poklesu pH pod 4,5 dochazi do tii dnti kK defaunaci predzaludku.
Jejich celkovy pocet kolisa od 10* do 10”.mlI? bachorové tekutiny, v zavislosti na
slozeni krmné davky a dobé po nakrmeni. Z dalSich faktord je uplatiovan vék,

uzitkovost, stupenn anaerobidzy, pH obsahu piedzaludku a fyziologicky stav zviiete

(Jelinek et al., 2003).

Houby

Houby piedstavuji v mikroflofe bachoru malou ¢ast, piiblizné 8 %, ale i tak hraji
dulezitou roli pti traveni krmiva (Jenkins et al., 2008; Nam and Garnsworthy, 2007).
Ukast anaerobnich hub na metabolickych pochodech v piedzaludku piezvykavei
byla popsana teprve v r. 1975. Nyni je znamo, Ze bachorové houby se aktivné podili
na stravitelnosti vlakniny. Do téla piezvykavce se dostavaji spolu s krmivem
(Dey et al., 2004; Lee et al., 2004a). Bachorové anaerobni houby se rozmnozuji
pomoci nepohlavnich spor, které se uvoliuji ze zralého sporangia. Pocet spor, ktery
se obvykle pohybuje v rozmezi 10> — 10°.ml, mize vyrazné kolisat, predevsim
Vv zavislosti na druhu pfijimaného krmiva. Neumozni-li sloZeni krmné davky, aby se
krmivo v bachoru zadrZzelo po dobu nezbytnou pro probéhnuti celého vyvojového
cyklu, pocet hub v jeho obsahu vyrazné¢ klesa. Naproti tomu krmna davka bohata na
vlakninu prodluzuje dobu zadrzeni rostlinnych ¢astic a pocet hub se vyrazné zvysuje

(Jelinek et al., 2003).

2.3.14 Bachorova tekutina

Bachorova tekutina je mirn¢ viskozni tekutina aromatické viiné. Barva normalni
bachorové tekutiny je obvykle olivové zelend nebo zelenohnédd. Barva se lisi
vV zdvislosti na druhu krmiva. U zvitat Zijicich na pastvé ma zelenou barvu. Pti
pozivani okopanin byva barva Seda a po krmeni sldmou je obvykle zlutohnéda.
MiiZze byt zelenoCerna v piipadech, kdy se v bachoru vyskytuje hniloba. Na druhu
krmiva a na intervalu mezi krmenim zavisi pH bachorové tekutiny. Optimalni pH je
v intervalu hodnot 6,2 -7,2 . Podle Gillespie & Flanders (2014) je idealni hodnota

pH 6,5. SloZeni tekutiny je ovlivnéno druhem krmiva, sloZzenim slin a absorpci

rozpusténych latek (Fuller, 2004; Jackson and Cockcroft, 2002).
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2.4 Metabolické procesy v bachoru

Sacharidy jsou =zdrojem energie jak pro ptezvykavce, tak pro bachorové
mikroorganismy (Jelinek et al., 2003). Bachorova fermentace je velmi precizné
biologicky a nutricné regulovany kompletni systém spoluptsobeni celého
mikrobidlniho ekosystému, krmiva a zvitat, ktery ma pii hodnoceni urovné vyzivy
vysokou diagnostickou hodnotu (Vajda et al., 2003). Bakterie se realizuji asi z 80 %
a prvoci asi z 20 % metabolismu v bachoru (Reece, 1998). Jako vedlejsi produkty
fermentace vznikaji metan a oxid uhli¢ity, které se hromadi jako plynné vrstvy nad

bachorovym obsahem (Frandson et al., 2013).

2.4.1 Metabolismus sacharida

vvvvvv

mlécného tuku a laktézy. Rostlinné sacharidy mohou byt rozdéleny dle mista
zabudovani na  sacharidy bunééného  obsahu, sacharidy  vyskytujici
se vV mezibunéném prostoru a sacharidy bunécnych stén. Sacharidy bunécného
obsahu a mezibuné¢ného prostoru jsou nazyvany nestrukturalni sacharidy. Mezi
né patii: jednoduché sacharidy, organické kyseliny, Skrob, fruktany, B -glukany
a pektiny. Strukturani sacharidy zahrnuji hemicelulézu (xylany, glukomanany),

celulézu, ligniny a jsou soucasti bunécnych stén (Skiivanek, 2000).

Veskeré sacharidy
Nestrukturni sacharidy Strukturni sacharidy (NDF)
a) Cukry a) Hemiceluloza
b) Skroby
¢) Neutralné-detergentni rozpustna vlaknina b) Acido-detergentni vlaknina (ADF)
- pektiny - celuléza
- fruktany - lignin
- beta-glukany - mailard protein

Obr. 2: Déleni sacharidovych frakci (Van Saun and Koukal, 2003)

Produkty fermentace vétSiny sacharidii jsou jednoduché smési tékavych mastnych
kyselin (VFA) s oxidem uhli¢itym. Stépeni celulézy probiha ve tiech stupnich.
Nejprve je celuldoza depolymerizovana na mensi fragmenty (celodextriny). Ty jsou
Stépeny celobiohydrolazou na celobidzu, ktera je dale B -glukosidazami degradovana

na glukozu. Ta je dale mikrobialné fermentovana na VFA (Jelinek et al., 2003).
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Bachorovy epitel miize resorbovat glukozu stejné jako tékavé mastné kyseliny, a tak
se cast prijaté nebo vzniklé glukozy muze vstiebat pred jeji fermentaci. Je vSak
pravdépodobné, Ze se vétSina glukozy preménuje na VFA (Reece, 1998).
Extracelularni amylazy $tépi skrob na maltézu. Ta je v reakci katalyzované maltazou
rozlozena na dvé molekuly glukdézy. KoneCnym produktem jsou opét VFA.
Za 24 hodin se v predzaludku vytvoii kolem 4 ,5 kg VFA a ty pokryji 40 az 70 %
celkové energetické potieby (Jelinek et al., 2003).

Cellulose Hemicellulose, pectin Starch, sugars

Succinate

CO;, + Hy
Formate Lactate

o X _thl/

Fermentation
products

A

Acetate Butyrate Propionate

Obr. 3: Nutri¢ni interakce mezi hlavnimi mikroorganismy bachoru
podilejici se na vyuziti sacharida (Flint, 1997)
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2.4.2 Metabolismus lipid

Lipidy jsou v bachoru fermentovany z nenasycenych mastnych kyselin na nasycené
mastné kyseliny. Hlavni druhy lipidd v krmivé jsou triglyceridy, fosfolipidy
a galaktolipidy. Bachorové mikroorganismy fermentuji lipidy pomoci lipaz
a biohydrogenaz (Jenkins et al., 2008). Po pfijmu jsou lipidy ihned hydrolyzovany
mikrobidlnimi lipAzami, které uvoliuji jednotlivé mastné kyseliny, glycerol a mensi
Cast diglycerida (Jenkins, 1993). Glycerol a galaktéza jsou rychle fermentovany
na VFA. Glycerol pfevazné¢ na kyselinu propionovou a galaktéza na kyselinu
octovou, propionovou a maselnou. Na hydrolyze lipida v ptedzaludku se podileji
hlavné anaerobni lipolytické bakterie, v mensi mife protozoa a enzymy rostlinného
ptivodu (Jelinek et al., 2003). Nenasycené mastné kyseliny maji v bachoru pomérné
kratkou existenci, jelikoz jsou velmi rychle hydrogenovany. Jedna se 0 zpusob
ochrany bachorovych mikroorganismii pfed toxickymi ucinky. Ackoli jsou lipidy
vydatnym zdrojem energie, ptidavek lipidi do krmné davky miize vyznamné ovlivnit
mikrobidlni fermentaci, sniZenim stravitelnosti ostatnich zdroji energie. Ptidani
10 % degradovatelnych lipidi miize diky toxicité nenasycenych mastnych kyselin
Klesnout stravitelnost strukturalnich sacharidti az 0 50 % (Jenkins, 1993). Vyznamné
tak klesa produkce metanu, vodiku, VFA (hl. acetat) (Naméstkova et al., 2005). Také
je potlacena fermentace proteini. Degradace Skrobu vétSinou ovlivnéna nebyva

(Jenkins et al., 2008).

2.4.3 Metabolismus bilkovin

Kvalita bilkovin zavisi na zastoupeni jednotlivych aminokyselin, které urcuji jejich
biologickou hodnotu. Cim vice se aminokyselinové slozeni bilkovin podoba sloZeni
télnich tekutin, tim jsou bilkoviny biologicky hodnotngj$i a lépe vyuzitelngjsi
a jejich biologickd hodnota dosahuje vySSich hodnot. Tato biologickd hodnota
udava, kolik dusiku se vstiebalo z krmiva a zabudovalo do vlastnich bilkovin
v organismu (Jelinek et al., 2003). Mikroorganismy bachoru se ucastni hydrolyzy
bilkovin, ktera se uskuteciiuje jako Stépeni peptidi, se snizujici se délkou fetézce az
na volné aminokyseliny. Ty jsou vétSinou destruovany fermentativni deaminaci

doprovazenou produkci oxidu uhli¢itého, ¢pavku a VFA (Reece, 1998).
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Bacteria: B. fibrisolvens, E. rurminantium, Protein
Fusobacterium spp., L. multipara, Prevotella spp.,

R. amylophilus, S. ruminantium, S. bowis,

Clostridium spp.

Protozoa: E. caudatum, E. caudatum,

E. ruminantium, E. maggii, E. medium, O. caudalus,

P. multivesiculatum, O. joyonii, D. ruminantium,

Fungi: N. frontalis, P. communis
Oligopeptides

Bacteria: S. bovis, R. amylophilus, Prevotella spp. ¢
Dipeptides
Bacteria: F. succinogenes, M. elsdenii, Prevotelia spp.,
L. multipara, S. ruminantium.
Protozoa: Isotricha spp., E. caudatum, D. ruminantium
Amino acids
Bacteria: C. aminophilum, C. sticklandii,
P. anaerobius,B. fibrisolvens,
Prevotella spp., M. elsdenii,
S. ruminantium.
Protozoa: E. caudatum, Isotricha spp.
Ammonia

Obr.4: Mikroorganismy podilejici se na metabolismu proteini (Pfeffer and Hristov, 2005)

2.4.4 Tékavé mastné kyseliny

Celkova koncentrace VFA a jejich podily, jsou zavislé na krmné davce (Perry and

Cecava, 1995). Vysledkem slozitého fermenta¢niho procesu v bachoru je vznik

kone¢nych produkti degradace chemickych struktur zakladnich zivin, obsazenych

v krmivu. Zakladni tékavé mastné kyseliny jsou kyselina octova, propionova

a maselna. VFA jsou vétSinou resorbovany jesté v bachoru a jsou spoleéné

s mikrobidlnim proteinem (bakterialni protein, protozoarni protein) vyznamnym

nutri¢nim zdrojem piezvykavct (Duchacek and Lamka, 2014).

80 =

Moles/100 moles
F-N
o
i

Acetic acid

active cellulolytic

active amylolytic

flora flora
"
= 7
”
20 Propionic acid- - -
4=="" \
P ®  Lactic acid
0= — | T
6 5
Rumen pH

Obr. 5: Vztah bachorového pH na poméry mezi VFA —kys.propionova, octova a mlééna

(Kaufmann et al., 1980)

21



Kyselina octova
Kyselina octova, acetat, se podili na obsahu VFA z 60 — 70 %. Cim je v davce vice
objemné pice, tim se =zastoupeni kyseliny octové zvétSuje. Dojnice vyuziva
absorbovanou kyselinu octovou k syntéze mlééného nebo télesného tuku, proto
nazyvana lipogennim substratem, dale na pokryti tvorby télesné energie a tepla. Pti
nizkém zastoupeni objemné pice vV krmné davce mikrobidlni syntéza kyseliny octové
klesa, coz ma za nasledek snizeni obsahu tuku v mléce. Ke stejnym vysledkiim vede
zkrmovani vysokého podilu jadrnych koncentrat nebo jejich rozsrotovani najemno

(Kudrna and Homolka, 2007).

Kyselina propionova
Kyselina propionova, propionat, se na obsahu VFA podili z 15 — 20 %. Koncentrace
se zvySuje tehdy, jestlize dieta obsahuje velké mnozstvi rozpustného cukru nebo
Skrobu a ke snizeni dochazi pii zkrmovani $patného sena (Reece, 1998). Vysoké
davky koncentrovanych krmiv, S vysokym podilem Skrobti a rozpustnych sacharidd,
podporuji tvorbu kyseliny propionové a depresivné plisobi na tvorbu kyseliny octové

a tim i na syntézu mlé¢ného tuku (Kudrna and Homolka, 2007).

Kyselina maselna
Kyselina maselna, butyrat, se na obsahu VFA podili z 10 — 15 %. Je hlavnim
zdrojem energie pro bachorovou sténu. Béhem absorpce je kyselina maselna
vV bachorovém epitelu pfevedena na kyselinu B -hydroxymaselnou, ktera rovnéz patii
mezi lipogenni faktory a je vyuzivana k syntéze télniho a mlé¢ného tuku (Kudrna
and Homolka, 2007).

Pomér kyselin propiondtu a acetatu se zvysuje V disledku ptitomnosti nékterych
latek. Naptiklad antibiotikum monensim inhibuje nékteré organismy (producenty
vodiku) a podporuje jiné (producenty sukcindtu) a tim se pomér kyselin zvySuje

(Reece, 1998).

2.4.5 Vitaminy

Vitaminy jsou organické slouCeniny, nutné K udrzeni vSech zivotné dilezitych
funkci v organismu (zdravi, reprodukce, tvorby uzitkovosti apod.). Jsou to také

exogenni nezbytné organické katalyzatory metabolickych d&jia v organismu.
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Doposud je znamo 14 vitamind, z toho 4 rozpustné v tucich (A, D, E a K),
ostatni jsou rozpustné ve vode¢.

Do krmnych davek vysokouzitkovych dojnic se zpravidla dopliuje 4 — 5 vitamint
(A, D, E, By, niacin). Vitamin A ma pozitivni vliv na omezeni vyskytu mastitid
a na pocet somatickych bunék v mléce. Vitamin E mj. umoznuje dobré vyuziti
selenu a niacin zlepSuje vyuziti zivin (zejména tuku) a je vyuzivan K prevenci
ketozy (Urban et al., 1997). Obecné¢ u dospélych piezvykavci jsou vitaminy
skupiny B vétSinou Vv dostateném mnozstvi syntetizovany bachorovymi
mikroorganismy a dostate¢na je také tvorba kyseliny askorbové (vitamin C).
Vyjimkou mohou byt niacin, vitamin B 1, pfipadné cholin. Vyskytnout se muze
také deficit vitaminu B 12 v souvislosti s nedostatecnym pfijmem kobaltu
(Kudrna et al., 1998; Reece, 1998).

2.4.6 Mineralni latky

V téle rostlin a zivocCichli je obsazena vétSina prvka periodické soustavy. Prvky,
které jsou nezbytné pro zivot organismu, se nazyvaji biogenni. Existuji ¢tyi'i zakladni
funkce mineralnich prvkl, a to: strukturalni, fyziologicka, katalyticka a regulacni
funkce (Jelinek et al., 2003). Mineralni latky obsazené v organismu Zivoc¢ichd tvoii
4 —5 % jejich hmotnosti. Biologicka vyznamnost jednotlivych mineralnich latek je
velka a jejich nedostatek Casto zplisobuje vazné zdravotni komplikace.

V soucasné dobé se krmna davka dojnic doplituje minimalné¢ 0 5 makroprvki (Ca,
P, Na, Mg, Cl) a 6 mikroprvku, nazyvanych také stopové prvky (Cu, Co, Se, |, Mn
a Zn) (Reece, 1998).

2.5 Probiotika

Termin ,,probiotika“ ma mnoho pouzivanych definic. VSeobecné nejcastéji uzivany
vyklad je: Zivé organismy, podavané VvV pfiméfeném mnoZstvi, majici zdravotni
ptinos pro hostitele (FAO/WHO, 2002). Tato definice dokazuje, Ze jsou prokazany
ucinky probiotik. Mezi Gsp€sné plisobeni je zahrnovana: regulace sttevni mikrobidlni
homeostazy (Salminen et al., 1996), exprese bakteriocini (Mazmanian et al., 2008),

enzymaticka aktivita podporujici absorpci a vyzivu (Hooper et al., 2002,
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Timmerman et al., 2005) a imuno-modula¢ni u¢inky (Ewaschuk et al., 2004;
Chaucheyras-Durand and Durand, 2010; Salzman et al., 2003; Uyeno et al., 2015).
Dle Vandelplas et al., (2015) mohou probiotika ochranit hostitele pfed infekci.
U probiotik bylo také prokazéano, ze zvysuji ochranu proti toxinim vytvofenych
patogennimi bakteriemi a inhibuji rGst a Sifeni patogennich mikroorganismt
(Mappley et al., 2012; Guerra-Ordaz et al., 2013). Probiotické G¢inky je velmi tézké
specifikovat a nelze je zobecniovat. Jeden kmen mize vykazovat odlisné vyhody pfi
uziti samostatné ¢i v kombinaci s jinym kmenem. Vyhody se také lisi na zakladé
druhu jedince (Chapman et al., 2011), charakteru krmné davky, denni davky krmiva
a stabilitou produktu (Rada and Marounek, 2005). Cilem aplikace mnoha probiotik
je prevence a lécba poruch spojenych s gastrointestindlnim traktem (GIT)
(Charalampopoulos and Rastall, 2009). Ocekavané vlastnosti probiotik a jejich

Kritéria jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab.1.
Vlastnosti a kritéria probiotik (Gaggia et al., 2010)

Netoxické a nepatogenni
Presna taxonomicka identifikace
Piivodni organismy cilového druhu
Prezivaji, kolonizuji @ jsou metabolicky aktivni v cilovém misté, coz znamena:
Odolnost viici Zaludecni Stavé a ZIuci
Pretrvani v travicim traktu
Prilnavost na epitel i hlen
Konkurence s rezidentni mikrobiotou
Antagonismus vici patogennim bakteriim
Stimulace imunitni odpoveédi
Geneticka stabilita
Poddajnost kmene a stabilita pozadovanych viastnosti V. pritbéhu zpracovani,
skladovani a aplikovanim
Zivotaschopnost pFi vysokych poctech v populaci

Zadouci organoleptické a technické viastnosti
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2.5.1 Hlavni probiotické druhy

Seznam probiotickych druhti, uzivanych ve studiich krmnych davek je uveden
v tabulce 2 . (ptiloha). Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus a Saccharomyces jsou

nej¢asteji uzivana probiotika U hospodarskych zvitat (Gaggia et al., 2010).
2.5.1.1  Lactobacillus

Tento rod obsahuje vice nez 100 druhti a je velice heterogenni. Patii do skupiny
bakterii, které produkuji kyselinu mléénou. Mnohé jsou dulezitou stievni
mikrobiotou jak zvifat, tak i lidi. Ne&ktefi zastupci jsou také zamérné uZzivani

v potravinach (Vesterlund et al., 2007).

2.5.1.2 Enterococcus

Rod Enterococcus patii do skupin bakterii produkujici kyselinu mlé¢nou. Druhy
tohoto rodu se vyskytuji bézné v potravinach. Enterokoky jsou beznymi obyvateli
lidské i zvifeci stievni mikrobioty. E . faeciumand, E . faecalis jsou nejcastéjsi druhy

u lidi. Zatimco E . faecium se vyskytuje nejvice u zvitat (Fisher and Phillip, 2009).

25.1.3 Bacillus

Druhy rodu Bacillus jsou Gram-pozitivni, sporulujici bakterie, které se bézné
vyskytuji v padé¢, vodé ¢i vzduchu. Ve stfevnim traktu se jedna 0 neptivodni druhy,
nejcastéji v dusledku poziti kontaminovaného krmiva (Sandres et al., 2003). Ptesto
jsou nekteré druhy vhodné jako probiotika. K vyznamnym z tohoto rodu patii
B . clausii, ktery patii k nejprozkoumangj$im probiotikim z hlediska rezistence vici
antibiotikim a nepfenosnosti této rezistence na patogenni mikroorganizmy

(Friihauf et al., 2011).
2.5.1.4  Saccharomyces

Kvasinky rodu Saccharomyces jsou soucasti zbytkového mikrobialniho systému
stfevni mikroflory. Druh S . cerevisiae je bézné rozsifeny v piirodé (ovoce, rostliny,
puda). Je obsaZen v potravinach a napojich a hraje kli¢ovou roli v procesu kvaseni

(Kiihle and Jespersen, 2003).
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25.15 Bifidobacterium

Nachazi se ve stfevnim traktu zvifat i lidi. Bifidobakterie jsou povazovany za jeden
z klicovych rodd. Jejich pfitomnost ve vysokém poctu je spojena S dobrym
zdravotnim stavem hostitele. Existuje obecné pravidlo, ze pfitomnost tohoto rodu
Vv travicim traktu vede K udrzeni rovnovahy mikroflory, ¢imz snizuje riziko infekce

patogenem (Biavati and Mattarelli, 2006).

2.5.2 Probiotika a imunitni systém

Probiotika jsou rozpoznavana imunitnim systémem hostitele pomoci receptort
pfirozené imunity enterocytll a profesiondlnich imunitnich bunck stfevni sliznice
podobné jako komensalni mikrofléra a patogenni mikroorganizmy. Také probiotika
moduluji imunitni odpoveéd’, avSak v mutualistické — vzdjemné prospéSné kooperaci
s imunitnim systémem hostitele. Rada probiotik indikuje protizdndtovy cytokin
interleucin-10 a transformacni rastovy faktor - beta ( TGF - B), ktery hraje dtlezitou
roli v lokalni toleranci, sniZzuje patologicky zanét, indikuje diferenciaci
T-regula¢nich lymfocytd a podporuje tvorbu slizni¢nich protilatek. Bylo prokazano,
ze probiotika snizuji zavaznost ndsledné injekce patogennimi mikroorganizmy.
Probiotika zvySuji sekreci mucinu a produkci antimikrobialnich peptidi ve stfevé

a tim i rezistenci hostitele proti bakterialni infekci (Toman et al., 2009).

2.5.3 Probiotika a prezvykavci

Studie 0 uzivani probiotik byly provadény hlavné u mlad’at a dospélych
prezvykavcu, s ohledem na zdravotni stav jednice (snizeni vyskytu projmu
a patogennich mikroorganismtl) a ekonomické parametry. Z piezvykavci byla
probiotika studovana nejvice U skotu, méné U ovci a koz (Gaggia et al., 2010).
U telat pfi podavani probiotik bylo zaznamenano zlepSeni funkce bachoru
a pribyvani na vaze (Adams et al., 2008). U piezvykavci slouzici k mlééné
produkci, pfi aplikaci kvasinek, byl prokdzan zlepSeny zdravotni stav a zvySena

produkce ml¢ka (Jouany, 2006; Sttela et al., 2007).
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2.6 Stravitelnost krmiv

Definice stravitelnosti krmiva je, Ze u mnozstvi krmiva, které nebylo vylou¢eno
stolici, se predpoklada, Zze bylo absorbovano zvifetem. Tato definice neni zcela
pravdiva naptiklad pii produkci metanu, dochazi k ztraté plynu fihanim, a neni tak
absorbovan. Vykaly také obsahuji, kromé zbytkd krmiva, enzymy a jiné latky
vylucované do stieva, které také nejsou vstfebavany stejné jako casti stfevni
vystelky. Mnozstvi metabolického materidlu vyluCovaného stolici je vV rozmezi

od 0,098 do 0,129 g.g* piijmu susiny (Givens et al., 2000).
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3. Material a metodika

Pokus probihal v akreditované staji ucelového zatfizeni Skolniho zemédé€lského

statku ve CtyFech dvorech od 25.8. 2015 do 29.1. 2016.
3.1 Zvitata a experimentalni design

Byly pouzity dvé dospélé kravy plemena Aberdeen-angus se zavedenou permanentni
bachorovou kanylou (¢ 13 cm) k vyhodnoceni G¢inku podavani probiotik rodu
Bifidobacteriunm sp. (10”. g ). Pokusna zvifata byla ustijena voln& v boxovych
l6zich s pristupem ad libitum Kk napajecce s vodou a Kk lizu. Primérna télesna
hmotnost béhem pokusu byla u prvniho zvifete 799 = 7,1 kg u druhého zviiete
594 + 9 kg. Probiotika Bifidobacterium sp. byla podavana v lyofilizované formé po
2 g rozmichana ve 100 ml pitné vody a aplikovana pies pistél do bachoru kazdy den
v 9:00 béhem celého navykového a pokusného obdobi.
Pokus probihal ve dvou opakovanich, ktera méla shodna schéma aktivit (tab. 2).
Béhem jednoho opakovani byly do pokusného obdobi zafazeny postupné ob¢ kravy.
Ve tfetim kontrolnim obdobi, zvifata dostavaly zakladni krmnou davku (ZKD).
Béhem celého pokusu bylo sledovéano stajové mikroklima pomoci datalogeru.
Schéma organizace jednotlivych obdobi pokusu:
a) Priprava - 14 dni
- zvitata po dobu piipravy pfijimala pouze ZKD, z divodu uvedeni
bachorové mikrofléry u obou zvitat do stejného fyziologického stavu
- v prub¢hu byly provedeny odbéry bachorové tekutiny a vzorky vykala
a provedena jejich analyza
b) Navykové obdobi - 14 dni
- zvifata béhem navykového obdobi dostavala ZKD a byla aplikovana
probiotika
- cilem bylo pfivyknuti bachorové mikrofléry na aplikované krmné
aditivum
- byla odebirana bachorova tekutina a vykaly pro laboratorni analyzu
c) Pokusné obdobi - 21 dni
- zvifata dostavala ZKD zaroven S probiotiky, byla odebirdna bachorova

tekutina a vykaly na analyzu v laboratofi
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Tab. 2

zvire |priprava| navyk | pokus | navyk pokus navyk | pokus | mavyk | pokus
1 ZKD |ZKD +P |ZKD + P ZKD ZKD ZKD + P | ZKD+P ZKD ZKD
2 ZKD ZKD ZKD ZKD +P | ZKD +P ZKD ZKD (ZKD+P | ZKD + P

— zakladni krmnad davka
ZKD — kontrola
ZKD + P —pokus

3.2 Krmeni

Zvitata byla krmena dvakrat denné (06:00 a 15:00). Zékladni krmna davka byla
slozena z pfijmu vody ad libitum a ze sena. Krmna davka zvifete 1 byla vypocitana
- 7,5 kg sena (prumér 7,25 + 0,16 Kkg). Pro
zvite 2 byla stanovena na 5 - 5,5 kg (prumér 5,3 + 0,15 kg). MnozZstvi vypité

podle hmotnosti jedince na 7
vody bylo zaznamenavano pii rannim krmeni. Zvife 1 vypilo primérné

31+7,8 |.den?, zvite 2 vypilo primérné 33 £ 6,7 |. den?.

3.30dbér vzorku

3.3.2 Odbér bachorové tekutiny

Vzorky bachorové tekutiny byly odebirany ve vSech tfech obdobich 3 hodiny po
rannim nakrmeni 3x tydn¢, vzdy v pond¢li, ve stiedu a v patek. Vlastni odbér byl
provadén pies bachorovou kanylu sondou pfipojenou na podtlakovou ru¢ni pumpu,
podle Hofireck and Dvotak (2002). Bachorova tekutina byla ihned dopravena
do laboratofe. Pro nasledné laboratorni rozbory byly vzorky prefiltrovany pies gazu.
Bachorové tekutina byla uzita ke stanoveni pH, analyze dusikatych latek, VFA a pro

stanoveni poctu nalevnikd.
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3.3.2 Odbér vykalt

Vzorky vykali byly ziskdvany manualnim odbérem piimo z rekta a v plastovych
vzorkovnicich dopraveny neprodlené do laboratoie K rozborim. Vykaly byly

odebirany stejné jako vzorky bachorové tekutiny, tedy 3 hodiny po nakrmeni.

3.4 Analyza vzorki
3.4.1 Bachorova tekutina

Stanoveni dusikatych latek - dusikaté latky (NL) byly ve vzorcich lyofilizované
bachorové tekutiny stanoveny po mineralizaci, destilaci a titraci na pfistroji
KJELTEC metodou podle Kjeldahla (AOAC, 2005).

Méieni koncentrace vodikovych ionti (pH) - pro méfeni pH vzorku

elektrometrickym stanovenim byl pouzit digitalni pH metr INOLAB PH LEVEL 2.

Stanoveni tékavych mastnych kyselin - t€kavé mastné kyseliny byly stanoveny
izotachoforetickou metodou d¢leni ionth na zadkladé rozdilné pohyblivosti ve
stejnosmérném poli na pristroji Ionosep 2001 podle aplika¢nich listi RECMAN
LABORATORNI TECHNIKA.

Stanoveni obsahu protozoi - mnozstvi protozoi v bachorové tekutin€ bylo zjisténo
piepoétem Vv Biirkerové komirce po obarveni a nafedéni vzorku 0,1% roztokem
metylenové modfi v poméru 1 :10. Pro stanoveni celkového poétu protozoi v 1 ml
bachorové tekutiny byl zjistény pocet vynasoben faktorem 10000 zahrnujicim faktor

komutrky a index fedéni (Travnicek et al., 1998).

3.4.2 Vykaly

Laboratorni susina - vzorky vykall byly nejprve piedsouSeny na petriho miskach
ve skiilové suSarné¢ 48 hodin pifi 55 °C. Pro stanoveni laboratorni suSiny byly
vSechny nésledné suSeny ve vysousSecich miskach ve skiifiové susarné pii 103 °C po
dobu 4 hodin.
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Stanoveni dusikatych latek - zde byly pouzity piedsuSené vzorky vykalt. NL byly
stanoveny po mineralizaci, destilaci a titraci na pfistroji Kjeltec metodou podle

Kjeldahla (AOAC, 2005). Vysledky byly piepocitany na laboratorni susinu.

Stanoveni organické hmoty - vysusené vzorky vykalii byly spalovany v Muflové
peci pii 550 °C po dobu 6 hodin. Organickd hmota byla zjisténa z rozdilu susené

hmoty a mnozstvi popela.

3.5 Statisticka analyza

Nejprve byly testovany jednotlivé proménné pH, kyseliny octovd, propionova,
maselna a ¢pavek jako prediktory vii¢i probiotikim a poté viici nalevnikiim pomoci
linearnich regresnich modeli (LM), vliv probiotik byl dale testovan také na
stravitelnost sena a mnozstvi susiny. Pro vyhodnoceni vlivu probiotik, pH kyselin
octové, propionové a maselné, ¢pavku a stravitelnosti sena na pocetnost nalevnikt
(log-transformovana data ) byl pouzit LM s normalnim rozdélenim. V. modelu byly
nejprve pouzity vSechny vysvétlujici proménné a model byl pak zjednoduSovan
(backward selection) pomoci funkce stepAlC na vysledny model nejlépe popisujici
sesbirana data. K zohlednéni efektu jedince (jelikoz byly pouzity pouze dvé zvirata)
byla proménna zvife (1 ¢i 2 ) pouzita jako pevny efekt v dalsim LM. Pro zjisténi
vlivu probiotik byla v jednotlivych LM testovana vzdy vysvétlujici proménna (pH,
VFA, stravitelnost a mnoZstvi nalevnikd) viéi probiotikim. Data byla analyzovana
v programu R verze 3.1.2 (R Development Core Team, 2014), pro vizualizaci
grafi byla pouzita knihovna ggplot2 (Wickham, 2009) a pro vizualizaci vysledkt
kone¢ného modelu byla vyuzita knihovna effects (Fox, 2003) a program Excel
(REF).
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4. Vysledky

4.1 Analyza bachorove tekutiny
Celkem bylo odebrano 60 vzorkd bachorové tekutiny od kazdého jedince.
Z bachorové tekutiny byla méfena hodnota pH, mnozstvi VFA (kyselina octova,

maselna, propionova), mnozstvi dusikatych latek (NHz) a poéty protozoi.

pH

Namétené hodnoty znazorfiujici obr. 6 nam ukazuji minimalni rozdil mezi
jednotlivymi skupinami (F1117 = 0,059; p = 0,807). U zvitete 2 doslo pfi pokusu
k nepatrnému navySeni primérné hodnoty pH. Priméma pH u obou jedinci se

pohybovala mezi hodnotami 6,9 - 7,0 .

Zvire 1 Zvire 2
7.14
o
——
6.94 |
< 5 < 5

Obr. 6: Krabicovy graf znazoriujici hodnoty pH u obou testovanych jedincu,
rozlisujici skupiny (K= kontrola, P= pokus). Boxy znazortiuji median hodnot, prvni

a tieti kvartil. Usecky jsou 95% konfidenéni intervaly.
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Kyselina octova

Obr. 7 ptedstavuje primérné naméfené hodnoty kyseliny octové Vv bachorové

tekuting. Celkové nenastaly zmény mezi jednotlivymi skupinami (Fy117 = 0,4277,

p =0,5144). U zviiete 2 doslo v pokusném obdobi ke snizeni prameéru.

Zvire 1 Zvire 2
70 -
o
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Obr. 7: Krabicovy graf znazornujici namétené hodnoty kyseliny octové v bachoru u

obou testovanych jedinct (vysvétlivky viz obr. 6).

Kyselina maselna

Primérné hodnoty mnozstvi kyseliny maselné se mezi jednotlivymi skupinami nelisi

(F1,127=0,0001; p = 0,991). Hodnoty se lisi pouze mezi jedinci.

Zvire 1

Zvire 2
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Obr. 8: Krabicovy graf znazortujici naméfené mnozstvi [mmol.I"*] kyseliny méselné

U obou testovanych jedincti (vysvétlivky viz obr. 6).
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Kyselina propionova

Naméfené hodnoty zobrazujici obr. 9 ukazuji primérné mnozstvi kyseliny
propionové VvV bachorové tekuting. K prikaznému rozdilu mezi skupinami nedoslo
(F1117 = 0,1163; p = 0,7337). Z obrazku je patrné, ze U zvitete 1 v pokusu pramér

hodnot narostl, naproti tomu u zvifete 2 primér hodnot v pokusném obdobi klesl.

Zvire 1 Zvire 2

N
[é)]
1

.

N
o
1

=N
(8]
1

kyselina propionova [mmol*l'1]

-
o
1
.

Obr. 9: Krabicovy graf znazorfujici mnozstvi [mmol.I] kyseliny propionové

(vysvétlivky viz obr. 6).
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Amoniak

Obr. 10 ukazuje primérné naméiené hodnoty mnozstvi NHz u obou jedinct.
Rozdily mezi skupinami nebyly prokazany (Fi1,117 = 1,1943; p = 0,2767). U zviiete
jedna primér mirn¢ poklesl v pokusné skuping, naproti tomu U zvifete dva pramér

mirné narostl.

Zvire 1 Zvire 2
6-
5
(]
E
E
Q ——
>
S
0 3 4 I
2-

K P K P
Obr. 10 : Krabicovy graf znazorfiujici mnozstvi [mmol.I!] obsahu amoniaku v

bachoru u obou testovanych jedincti (vysvétlivky viz Obr. 6).

Nalevnici
Mnozstvi nalevniki se prukazné liSilo pouze mezi jedinci (F1,112 = 26,899; p<0,0001)
nikoliv mezi jednotlivymi skupinami. Z obr. 11 je patrny pokles zlogaritmovaného

mnozstvi nalevniku u zvifete 1. U zvifete 2 se primérné pocty nalevnikti mirné

navysily.

Tab. 3: Nelogaritmované praméry nalevnika v bachoru.

Zvife 1 Zvite 2
K p K P

209 +10,1 1945+91 176 +79 20,6 £9,6

nalevnici
104 11
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Zvire 1 Zvire 2

log (nalevnici
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Obr. 11: Krabicovy graf znazorfujici mnozstvi nalevnikd v bachoru u obou

testovanych jedinct (vysvétlivky viz Obr. 6).

Statistické hodnoceni bachorové tekutiny

Nejdiive byl testovan vliv proménnych na mnozstvi nalevnik v bachoru bez efektu
jedince, pomoci LM (tab. 4 ) z kterého vySly prukazné hodnoty pH (F1,113 = 4,1674;
p = 0,04) a mnozstvi kyseliny octové (F1,113 = 6,6834; p= 0,011). LM byl nasledné
zjednoduSovan ve vysledny linearni model (tab.5), nejlépe popisujici ziskana data,
kde vySla prikazné¢ proménna kyselina octova (Fii117 = 10,56; p = 0,001) a
nepritkazné kyselina maselna (F1,117 = 3,07p = 0,08). Nasledné byla data testovana
vuci vlivu skupiny (pokus, kontrola) s pevnym efektem jedince. Tab. 6 ukazuje

piehled vysledkt jednotlivych testovani, kde byly v§echny proménné neprukazné.

Tab.4 : Zéakladni linearni model pted zjednodusenim bez efektu jedince.

Df SumSq MeanSq F value P

1,0332 1,03317 4,1674 0,04354*
1,6569 1,65693 6,6834 0,011**
0,6646 0,66457 2,6806 0,10436
Kys. propionova 0,1101 0,11014 0,4442 0,50644

amoniak 0,0937 0,09372 0,378 0,5399
signif. kédy: ** 0,01; * 0,05

pH
Kys. octova
kys. maselna

N
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Tab. 5: Vysledny linearni model nejlépe popisujici ovlivnéni mnozstvi nalevnikt
sledovanymi proménnymi, mnozstvi [mmol.I 1] kyseliny maselné, propionové,

octové, hladina pH a mnozstvi ¢pavku v bachorové tekutiné obou pokusnych zvifat.

Df SumSq MeanSq F value p
Kys. octova 1 2,553 2,553 10,56 0,001509 ***
kys. maselna 1 0,7422 0,7422 3,07 0,082369 *

signif. kody: *** 0,001; * >0,05
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o ]
- - 274 =
WETITTTT T T TR S N Wt 25 L0000 WL
45 50 55 60 65 70 6 7 8 9 10 11 12
kyselina octova [mmol.l™"] kyselina maselna [mmol.l"]

Obr. 12: Vizualizace vysledného linearniho modelu znazornujici stoupajici mnozstvi
kyseliny octové a maselné se zvysujicim se poétem nalevnikil. Sedé zony znazortiuji
95% konfidenéni interval.

Tab.6: Souhrnné vysledky jednotlivych modelu, které testovali jednotlivé proménné

vuci skupiné (pokus, kontrola) s pevnym efektem jedince. Hodnota p u vsech

proménnych vysla neprikazné. Zaroven vzdy vySel prukazné efekt jedince.

skupinat
Df SumSq Mean Sq value p

pH 1 0,00027 0,00027 0,0599 0,80714
Kys. octova 1 10,33 10,33 0,4277 0,5144
kys. maselna 1 0 0 0,0001 0,991
1
1
1

kys. propionova 0,95 0,948 0,1163 0,7337
amoniak 0,585 0,58451 11,1943 0,2767
nalevnici 42,6 42,64 0,4995 0,4811
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Teplota

Obr. 13 az 16 ukazuji pocty nalevnikli v porovnani S naméfenou teplotou vzdy pfi
odbéru vzorkll. Z obrazkii mizeme vycist ¢astecnou korelaci teploty S mnozstvim

nalevniku.

Zvire 1 - kontrola

pocet nalevniki

16.1021.1026.1029.10 4.11 9.11 13.1121.1229.12 41 8.1 13.1 181 22.1 271

e Nalevnici e eeee teplota

Obr. 13: Porovnani prumérnych dennich teplot s poétem nalevniki u kontrolniho

obdobi zvitete 1.

Zvire 1 - pokus

45 18
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9.9 149 189 239 299 210 7.10 12.1018.1123.1127.11 2.12 8.12 11.1216.12

e alevnici e eeee teplota

Obr. 14: Porovnani primérnych dennich teplot s po¢tem nalevnikii u pokusného

obdobi zvifete 1.
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Zvire 2 - kontrola
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9.9 149 189 239 299 210 7.10 12.1018.1123.1127.11 2.12 8.12 11.1216.12

e alevnici e e eee teplota

Obr. 15: Porovnani prumérnych dennich teplot s poétem nalevniki u kontrolniho

obdobi zvifete 2.

Zvire 2 - pokus
40 16
35
30
25
20
15

pocet nalevniki

10

5

0 -2
16.1021.1026.1029.10 4.11 9.11 13.1121.1229.12 41 81 131 181 221 271

e alevnici e eeee teplota

Obr. 16: Porovnani primérnych dennich teplot S s poctem nalevnikii u pokusného

obdobi zvifete 2.
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Vyuzitelnost krmiv

Tab. 7: Souhrnné vysledky testovani jednotlivych proménnych vic¢i skupiné (pokus,
kontrola) s pevnym efektem jedince. Hodnota p u vSech proménnych vysla

neprukazné. Efekt jedince vysel prikazné u % popeloviny a % NDF.

skupina
Df SumSq MeanSq F value p
lab. susina 1 2813 28129 11,6409 0,2027
% popeloviny 1 0,139 0,139 0,1974 0,6576
% NDF 1 16,83 16,834 19995 0,16

Tab. 8: Primérné naméfené hodnoty.

Zvire 1 Zviie 2
[%] K P K P
popel 79 £0,9 8,1+10 8,08+1,1 79 £1,0
NDF 58,3 +34 584 +£26 58,18+25 5829+34
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5. Diskuze

Cilem mé prace bylo zjistit jaky ma vliv podavéani probiotickych krmnych aditiv
Bifidobacterium sp. na mnozstvi VFA, ¢pavku, nalevnikt, na hodnoty pH v bachoru
skotu a na celkovou stravitelnost krmiva.

Bylo prokazano, ze probiotka maji vliv na stabilizaci pH, zlepSeny pfijem Zzivin
od bachorové mikrobioty k hostiteli a zlepseni bachorového prostiedi (Beauchemin
et al., 2003; Chiquette et al., 2012, 2008).

Vliv probiotik na hodnoty pH v mé studii nebyl prokazan, byl pouze prokazan vliv
jedince, ktery uvadi ve své studii také Ritz et al. (2014). U obou skupin byly
hodnoty pH v primérech mezi 6,9 -7,0. Optimalni hodnota pH bachorové tekutiny je
v rozmezi od 6,2 - 7,2 (Jackson and Cockcroft, 2002). Relativné¢ vysoké pH
bachorové tekutiny je dano krmnou dévkou. Pro zvifata krmena objemnymi krmivy
se pH pohybuje v oblasti 6,2 - 6,8. Pokud pievazny podil krmné davky tvofi seno,
miuze se pH zvysit i nad hodnotu 7 (Strapak, 2013). Qadis et al. (2014) uvadi
pH 6,6 — 6,8 jako konstantni pH v pokusné skupin€ a prikazny vliv probiotik na
hodnoty pH. Dalsi prukazny vliv probiotik na pH uvadi také Wang et al. (2016). U
vSech je pravdépodobné, ze ma vliv na prikaznost druh probiotik. Qadis et al. (2014)
pouzili ve své studii probiotika kombinaci Lactobacillus plantarum, Enterococcus
facium a Clostridium butyricum a Wang et al. (2016) Bacillus subtillis natto oproti
mé studii kde byla pouzivano probiotikum Bifidobacterium sp., protoze jejich vliv
byl sice jiz prokazan (Charteris et al., 1997; Russell et al., 2011), ale zatim nam neni
znama studie, pii které byli jedinci krmeni pouze senem.

Hodnoty pH souvisi S produkci tékavych mastnych kyselin (Bannink, 2007).
Na mnozstvi VFA v bachorové tekutin€¢ probiotika neméla vliv, stejné jako
v dalsich studiich (Qadis et al., 2014). Wang et al. (2016) uvadi, Ze probiotika
snizuji koncentrace kyseliny propionové a octové, coz je opak studie
Beauchemin et al. (2003) .U vsech VFA v mé studii byl prokazan pouze vliv
jedince. U zvitete 2 jsou celkové VFA nizSich hodnot, pravdépodobné z divodu
nizsiho télesného ramce jedince. Ostatni VFA se v bachorovém prostfedi vyskytuji
ve stopovém mnozstvi a tim jsou zanedbatelné.

Pro posouzeni bachorové fermentace a mnozeni samotnych mikroorganismi je
dillezitym kritériem obsah amonnych iontd. Hladina amoniaku v bachoru zavisi

na pH bachorové tekutiny.
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Pfi pH nad 7,3 ptevlada neionizovana forma NHz (Jelinek et al., 2003). Z tabulky
¢.10 v pfiloze mizeme vycCist, ze se primeérné naméfené hodnoty amoniaku
pohybovaly od 2,89 + 0,7 do 3,89 + 0,6 mmol.I 1. Optimum pro mikrobialni
syntézu je 2,9-3,5 mmol.l? (Firkins et al, 2007; Jallow and Hsia, 2011).
Z tabulky muzeme také vycist, ze se praméry zvySovaly, oproti obdobi pied
pokusem. K navySeni ovSem doSlo i Vv kontrolnich obdobich u obou jedinct,
coz mize byt zapfi¢inéno stfidanim pokusnych a kontrolnich obdobi u jedince.
Li et al. (2009) konstatuji, ze hodnoty koncentraci amoniaku, jsou zavislé na misté
odbéru bachoroveé tekutiny. Hodnoty ze vzorka z oblasti centralniho bachoru mohou
byt az 10krat nizsi, nez hodnoty ze vzorkl odebranych z ¢asti kranidlnich.
Bachorova tekutina fadové obsahuje 10° protozoi (Saleem et al., 2013). Tyto
mikroorganismy jsou velmi citlivé k dietarnim zménam a velmi rychle reaguji
na zmény podminek, zejména pH (Pfeffer and Hristov, 2005). Po aplikaci probiotik
u zvifete dva doslo K mirnému nartstu nalevnikd, statisticka prikaznost byla vsak
nesignifikantni u obou pokusnych zvitat.

Pokusna zvifata byla krmena pouze senem. Kvalitni seno by mélo obsahovat
90 — 130 g/kg stravitelnych dusikatych latek (Ribeiro et al., 2011). Nepriukazné
vysledky ve stravitelnosti mezi jednotlivymi skupinami, pravdépodobné zpisobuje
fakt, Ze pokusna zvifata byla krmena pouze senem. Kdyby se krmilo sildzi, mohly
byt vysledky prokazatelné, jako v jinych studiich (Cao et al., 2011; Contreras-Govea
et al., 2013; Guedes et al., 2008; Han et al., 2014).

Podle studii Gianesella et al., (2012) a Tajima et al. (2007) souvisi niz$i teplota
okolniho prostfedi S vyssi bachorovou fermentaci, tedy S nartistem koncentrace
tékavych mastnych kyselin i amonnych ionti. Na bachorové fermentaci se kromé
teploty vnéjsiho prostfedi vyznamné podili i vzdus$na vlhkost. Pokud v obdobi, kdy
je vyssi teplota, je i vyssi vlhkost ovzdusi, mohou byt fermentaéni charakteristiky
naopak vys$i vV porovnani S obdobim S teplotami niz§imi. Teplota i vzdu$na
vlhkost maji vliv i na mnozstvi a zastoupeni bachorové mikroflory (Tajima et al.,
2007).

Nepriikaznost mého pokusu mohla byt také z diivodu nizkého poctu zvitat, které je
ziskat opravnéni na kanylaci zvifat a na samotnou manipulaci. Ve studiich Qadis et

al. (2014) a Lee et al, (2004b) bylo uzito k experimentu pouze dvanact
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kanylovanych jedinct a ve studii Guedes et al. (2008) dokonce pouze tfi jedinci,

coz je pro statistické zpracovani také nizky pocet.
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6. Zaver

Cilem mé prace bylo zjistit vliv probiotickych krmnych aditiv (smés druht

Bifidobacterium) na funkéni stav bachoru a na celkovou stravitelnost krmiv.

Ze ziskanych dat a naslednych analyz pomoci linearniho modelu nevysel zadny
prikkazny vysledek, a tim nebyl vliv probiotik Bifidobacterium sp. v tomto pokusu
prokazan. V testech vysli pouze prukazné vliv kyseliny octové a nejlépe nepriikazné
kyselina maselna, které¢ zvySovaly spoleCenstva nalevnikd, avSak tento vysledek
nevysel prikazné v dal§im testu, kde byl do analyzy ptidan jedinec jako pevny efekt.
Vysledky pokusu mohly byt ovlivnény nizkym poctem replikaci aplikace probiotik
a také nizkym poctem zvitat. Nizky pocet zvifat je ddn hlavn€ vysokymi néklady
na jejich provoz a také naroc¢nosti aplikovani kanyly a nakonec i samotnym

ziskanim povolenim na manipulaci se zviraty.

Dale mohlo vysledky ovlivnit kratké aplikovani probiotik a rychlé stfidani
jednotlivych skupin (pokusu a kontroly). Nakonec na neprukaznost vysledka mohl

mit vliv druh probiotik (Bifidobacterium sp.) a mnozstvi davky téchto probiotik.

V dal$im vyzkumu by bylo vhodné sledovat i ovlivnéni aminokyselin v bachoru,
jelikoz jejich zvySeni by pozitivné ovlivnilo stravitelnost krmiv a také vyzkousSet

jiné druhy probiotik ¢i testovat jejich rizné davkovani.
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Prilohy

Tab. ¢.9 Seznam probiotickych druht, uzivanym ve studiich v krmnych davkach (Gaggia et

al., 2010)

Rod

druh

Bifidobacterium

Enterococcus

Lactobacillus

Lactococcus

Leuconostoc

Pediococcus

Propionibacterium

Streptococcus

Bacillus

Saccharomyces

Kluyveromyces

Aspergyllus

B
B
B
B
B
E
E
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
L
P
P
P
S
S
S
B
B
B
S
S
K
K
A
A

. animalis subsp.animalis (B . animalis)*
. lactis subsp. lactis (B . lactis)
. longum subsp. longum (B . longum)

. pseudolongum subsp. pseudolongu(B . pseudolongum)

. thermophylum
. faecalis (Streotococcus faecalis)

. faecium (Streotococcus faecium)

. acidophilus

. amylovorus

. brevis

. casei subsp. casei (L . casei)

. crispatus

. farmicinis

. fermentum

. murinus

. plantarum subsp. plantarum (L . plantarum)
. reuteri

. rhamnosus

. salivarius

. amylovorus (L . sobrius)

. lactis subsp. cremoris ( Streptococcus cremoris)
. lactis subsp. lactis

. citreum

. lactis

. mesenteroides

. acidilactici
. pentosaceus subsp. pentosaceus

. freudenreichii

. infantarius
. salivarius subsp. salivarius

. thermophilus ( S . salivarius subsp. thermophilus)

. cereus (B . cereus var. toyoi)
. licheniformis

. subtilis

. cerevisiae (S . boulardii)

. pastorianus

. fragilis
. marxianus
. orizae

. niger

* V zavorkach jsou uvedeny neplatna taxonomicka oznaceni uzivana na komerénich pfipravcich a ve védeckych publikacich
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Obr. 17: Zde je znazornéni prumérnych hodnot pH u obou pokusnych jedinct
rozdélené na jednotliva obdobi (pfed pokusem, konec ndvykového obdobi -14 dni,
konec pokusného obdobi — 21 dni, vzdy odebrano 7 vzorki) v obou skupinach.

Boxy znazoriiuji median hodnot, prvni a tieti kvartil. Useky jsou 95% konfidenéni
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Obr. 18: Priimérné naméfené mnoZstvi kyseliny octové [mmol.1 *] (viz obr. 17).
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Obr. 19: Primérné naméfené mnoZstvi kyseliny maselné [mmol.l1 *] (viz obr.17).
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Obr. 20: Primérné naméfené mnozstvi kyseliny propionové [mmol.l™*] (viz

obr.17).
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Obr. 21: Primérné naméfené mnoZstvi amoniaku [mmol.l *] (viz obr.17).

Obr.22 : Snimek nalevniku v Biirkerové komurce (foto: Hadacova)
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Obr. 23: Odbér bachorové tekutiny piimo z pistéle. (foto: Hadacova)

Obr. 24: Odbér bachorové tekutiny piimo z pistéle.(foto: Hadacova)



Tab. 10 : Souhrnna tabulka zndzornujici primérné hodnoty (se smérodatnou odchylkou) jednotlivych proménnych ziskanych pii odbérech
bachorové tekutiny. Hodnoty jsou rozdéleny na obdobi pfed pokusem (7 dni pted), po 14 dnech (konec navykového obdobi), po 21 dnech (konec
pokusného obdobi) a na jednotlivé skupiny u obou pokusnych jedinci.

zvire 1 zvire 2
K P K P

[mmol.I] pred 14dni 21dni 14dni 21dni pred 14dni 21dni 14dni 21dni
kyse|ina octova 58,14 +3,2 56,44 +5,2 60,81 +5,6 58,52+5,8 58,26 + 4,6 48,18 + 6,3 54,16 +5,6 54,02+3,1 51,82+4,6 52,66% 5,2
kyselina

i , 16,1 +6,5 16,46 £ 3,7 15,89+ 2,6 16,92 £+ 3,1 17,85+3,4 12,13 +3,1 1426+1,9 1561+29 1461+3,0 13,05+2,5
propionova
kyse|ina maselna 9,53+1,0 9,25+1,3 10,09 +1,3 9,8+1,6 9,44 +2,1 7,14+0,9 8,26+0,9 7,81+1,2 7,99 0,8 8,19+1,2
NHs 2,98+0,7 3,89+0,6 3,5+0,9 3,34+0,5 3,75+0,45 3,02+0,3 3,15+0,7 3,49+0,4 3,89+0,64 3,47+0,7

pH 6,99 + 0,03 6,96+0,06 6,94+0,07 6,97+0,06 6,92+0,04 7,05+ 0,05 6,99 +£0,04 6,96 +0,05 6,99+0,08 6,99+0,09




