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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the efficierafy probiotics cultures in intestinal tract
of piglets. Three groups of piglets were fed wittd avithout probiotic (two groups with and one
control group without). For this experiment wasdid® healthy piglets in each group. The first
group was fed probiotiEnterococcus faeciu@SM 7134 and the second group EM-EKO ProBio
original with mixture probiotics cultures. All grpe were fed identically for first three weeks
of rearing. For two experimental groups were gipeobiotic since 4 weeks. Fecal samples were
collected at days: 0 (without consumption), 15 ifelyrconsumption) and 30 (end consumption).
Fecal samples were collected in sterile sampleatuerts.

From this experiment was evident in both experimlegtoups (P1, P2) consuming probiotics to
reduce the total number of potential pathogensispé&scherichia coliand genu<lostridium
This effect was more pronounced the experimentumiP2, particularly in the case of clostridia.
The results of the experiment suggest the posiffect of probiotic consumption in the digestive
tract of pigs, thereby to reduce of risk for exaenghiarrheal diseases.
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uvoD

Strevni mikroflora prasat tdd komplex vice nez 50Giznych bakterialnich drah(Gaskins, Croix
et al, 2008). Jednotlivé druhyiswni mikrofléry maji stimulujici, nebo naopak pétidci viiv
na ostatni druhy v zavislosti nagku zvirete, skladb stravy a mie stresu, kterému jsou
hospodéska zvfata ¢asto vystavovana (Gaggia, Mattarelli, Biavati, 201Probiotika podavana
v urgenych krmnych davkach jsou schopna kolonizovategvitravici trakt a zachovavat nebo
zvySovat pirozenou stevni mikrofléru a branit kolonizaci patogennich nodrgasnism (Maré,
2009; Kaboosi, 2011). Hlavnimi rody bakterii v fdko traktu prasete jso&treptococcus,

Lactobacillus, Bifidobacterium, Clostridiuendruh Escherichia col{Metzler, Mosenthin, 2008)

Ucinek probiotik je vy38i u mladych zat, ktera jedt nemaji zcela vyvinuty stabilni systém
mikrofléry, a u zviat po I€b¢ antibiotiky, @i niz dojde k potléeni stevni mikroflory (Maré,
2009). Kultury prosgsnych mikroorganisiy které zvfe pijme spolu s krmivem, se mnozi
a kolonizuji stevo zvfete. Probiotické mikroorganismy nekolonizujieso natrvalo, ale jen
dotasré, proto pro udrzeni jejich stabilni hladiny byglgn byt sowasti kazdé krmné davky
(Vaclavikova, Lustykovéa, 2011). Probiotika jsou&imikroorganismy, které se po poziti museji

dostat do seva, aniz by doSlo k omezeni jejich Zivotaschopr{&sintoset al,, 2010).

Komplexre vzato, probiotika by #a mit svymi obecnymi vlastnostmi a schopnostifiampvy viiv

napiklad na I&bu stevnich zadta a velké mnozstvi studii (Rri 2005; Liong, 2007) tuto jejich
schopnost potvrdilo. Na druhé stéaexistuji i studie (Latat al, 2007; Zbdil et al, 2005), které
jejich jednozn&né miznivé pisobeni neprokazaly. Rozdily vyslédkmohly byt zgisobeny
v disledku pouzitimiznych probiotickych bakterii, zkoumanych skupintavti jinych faktort.

VSichni autdgi a odbornici se vSak shoduji v jednom &othto oblast fisobeni je, i kdyz se ji
V souasnosti ¥nuje vice pozornosti, stale malo probadana a diefiivysledky ginesou az dalSi

studie a vyzkumy.

Prednmétem této prace se tedy stalo srovnafimku dvou tiznych probiotickych krmnych stsi na
kvantitativni zastoupeni vybranych diubvireci stevni mikrofléry, obzvlagt druhuEscherichia

coli.
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MATERIAL A METODIKA

Vyzkum byl zandten na sledovani vlivu probiotickych kultur na drkcherichia coli(E. coli)
vyizolované ze $evnim traktu odstavenych selat.

K pokusu byla vybrana selata (pragy) plemeneCeské bilé uslechtilé v pmérmé hmotnosti

pii naskladgni 25 kg.Selata byla roztlena do ti skupin po 10 kusech (dwokusné skupiny

a jedna skupina kontrolni, kde nebylouzito zadné probiotikum). Prvni tydny odchovu byly
vSechny skupinkrmeny identicky. Od 4ydne dostavaly dvpokusné skupiny probiotické sgi

po dobu 30-ti dni. Prvni pokusna skupina byla kranemneralnim krmivem, které obsahovalo
probiotikum Enterococcus faeciunsF 68 (NCIMB10415) a druh& pokusna skupina dottava
krmivo EM-EKO ProBio original se s#si probiotickych kultur. Obsah krmné davky byl uoab
pokusnych skupin stejny - 1 x 4&BE/g. V piibéhu pokusu byl skupinam 3x odebran vzorek
stolice, a to 0. den (na konci 3. tydne), 15. d@hém konzumace) a 30. den (konec konzumace).
Exkrementy byly odebirany do sterilnich vzorkovnic.

Pii rozborech bylo pouZito pomnozovani médium Nutri@roth Peptone (Himedia, ltalie).
Kultivace probihala plotnovou metodou pomoci ozt pi niz byly stanovovany tyto skupiny
mikroorganisni: bakterie mléného kvaseni (BMK) na MRS agaru (Biokar Diagnostiasncie)
pti 37 °C za 72 h anaerobinE. coli na ENDO agaru (Biokar Diagnostics, Francié)37 °C
za 72 h aerolin Rod Enterococcus faeciumma médiu HICromeE. faecium(Himedia, ltalie)
pti teplo& 37 °C po dobu 48 h aerohndruh Lactobacillus acidophilusia MRS agaru (Biokar
Diagnostics, Francie) gipavkem suplementu Clindamycin hydrochloride (Sighidrich, USA)
pii 37 °C za 72 h anaerondruh Lactobacillus rhamnosusa MRS agaru (Biokar Diagnostics,
Francie) s fidavkem suplementu vancomycin (Sigma-Aldrich, UPA)37 °C za 72 h anaerogn
druh Lactobacillus caseina MRS-IM-sorbitol agaru ip 37 °C za 72 h anaerobn
RodBifidobacteriumna BSM agaru (Fluka, Svycarsko) iédavkem BSM suplementu (Fluka,
Svycarsko) fi teplo& 42°C po°dobu 125 h anaerabnrod Clostridium na Bouillon RCM
de Hirsch (Biokar Diagnostics, Francie) isdavkem Bacteriological agar Type E (Biokar
Diagnostics, Francie). Po ukieni kultivace byly na jednotlivych Petriho miskacddeteny
narostlé kolonie a vysledek vyjaten v KTJ/g. Vybrané kolonie byly dale vyizolovany
a purifikovany na selektivnich Zivnyctiigéch.

Mikrobiologické ukazatele byly #ieny ve dvou opakovanich u kazdého odebraného vzorku
Priméry z téchto dvou ndfeni byly pouzity ve statistickém vyhodnoceni. PamgrStatistica 8
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) byl pouZit pro vyeb zakladnich statistickych charakteristik a
regresi (testovani kvadratické funkce), roxdfhezi skupinami vzork v paitu mikrobiélnich
kolonii (jednostupové tidéni analyzy rozptylu, &etré post hoc Duncanova testu).
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VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky stanoveni pitd zavislosti jednotlivych sledovanych mikroorganisnpiitomnych
ve°stolici prasniek kontrolni skupiny (K) a dvou pokusnych skupirl @ P2) jsou znazotny
na Obr. 1 az 4. Skupiny P1 a P2 byly krmeny odhSingrobiotickymi krmivy. Na Obr. 5 jsou
zvlaS& zobrazenyistové Kivky u vybranych bakterii migwého kvaSeni u skupiny P2.

Obr. 1 Celkovy p¢et druhu Escherichia coli ve vzorcich

Escherichia coli
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Na Obr.1 jsou znazokny logaritmické hodnoty z celkového qio druhu Escherichia coli
ve vzorcich. P&atesni hodnoty skupin K a P2 &imaly ve stejnych pitech tchto bakterii (8,7 log
KTJ/g). U skupiny P1 byl zaznamenam v 0. dni negatySSi pdet tchto bakterii (rozdil pouze
00,1 log KTJ/g). U obou pokusnych skupin (P1,Pjoslo k vyraznému snizeni druBu coli.
ProbiotikumE. faeciumSF 68 pouzivané u skupiny PElmvliv na sniZzeni pidu bakterii pouze
do 15.dne, potéistala udrzena stejna hladina az do konce celéhaspokdezto u skupiny P2

s pouzitim probiotické sési tento mirny poklesiptrvaval do 30. dne. V kontrolni skupifK)
doSlo od 0. do 15. dne k navySenifootichto bakterii o 0,5 log KTJ/g, od 15. dne dochazelo
k nepatrnému poklesu. Smiét al (2011) zaznamenali jiz v minulostéifiek probiotické snizeni
napccet bakteriee. coli, avSak nikoli ve $evnim traktu prasat, ale s pouzitim biofilmu irreit

Probiotika zamezujifftomnosti a #istu potencionalnich patogencoz se potvrdilo i v nasi studii.
Mezi mozné patogenyadime nafiklad druhy Escherichia coli,rod Clostridium adalSi. Tyto

bakterie mohou i vySSim vyskytu zfisobovat infekce, iimova onemocéni a jinéi zdravotni
potize (Rosenbaum, 2006). V nasem pokusu (Obr.2) se oproti skupih P1 projevil vyssi
inhibiéni &Einek na tyto bakterie u pokusné skupiny P2, kde pbuZzita srsna probioticka
kultura. Stejny vliv probiotickych s#si byl zaznamenam ve studii Gagnetal. (2004).
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Obr. 2 Celkovy p¢et rodu Clostridium ve vzorcich
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Obr. 2 znazatuje ptimér absolutnich hodnot vyjéenych v log KTJ/g petu bakteriiClostridium
ve stevnim traktu prastek v pabéhu celého pokusu. 2¢hto hodnot je patrné, Zeobou
pokusnych skupin, tedy P1 (pouzité probiotikiEnterococcus faeciunSF 68) a P2 (pouzita
probiocka smss EM-EKO ProBio original), doSlo ke snizeni¢po klostridii od poateini dne
pokusu (0. den) az po jeho ukeni (30.den). VyrazijSi snizeni p&tu bakterii vSak bylo zjisho
u skupiny P2, oproti skup#P1. Tento poklesinil rozdil jednoho logaritmickéhadu. Ukontrolni
skupiny byl zaznamenan mirny pokles klostridii oal® 15. dne, avSak od 15. dne&as pasty
opét mirrg vzrastat.

V naSem experimentu (Obr. 2) byl zaznamenan idhibiliv probiotik na bakteriiClostridium
stejny &inek potvrdil i Palaria (2011), avSak v lidskémvicdm traktu. Tento inhiliini (cinek je
pozitivni, jelikoZ zvySenim pitu klostridii mohou nastat poruchy traveniifpry) a dalsi sevni
problémy (Berildet al, 2003; Ben-Horiret al, 2009).
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Obr. 3 Celkovy p¢et druhu Enterococcus faecium ve vzorcich
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Na Obr. 3 je patrné, Ze u pokusné skupiny P1, kgl krmena pouze probiotikeBnterococcus
faeciumSF 68 doslo k vyraznému riigtu tohoto druhu bakterii jiz od 0. do 15. dne (b Bg
KTJ/g) a toto zvySeni poktavalo az do 30. dne, ale jen o 1 log KTJ/g. U skupia P2 astavaly
poty bakterieEnterocoocus faeciumpo celou dobu pokusuiplizné ve stejnych hodnotach (2,7
log KTJ/g).

Pokusna skupina P1 byla krmena probiotik€mterococcus faeciumcoz se také pozitivn
projevilo jeho zvySenim v pbéhu celého pokusu. ZvySeni o tchto bakterii bylo také
zaznamenano ve studiich (Taeal, 2007; Apa%t al, 2010), kde byl pozorovan pozitivni vliv na
rizné hostitele (mysi, kozy). Nicmé&rstudie @inku probiotikaE. faeciumna patogenni bakterie
(E. coli, Clostridium na hospodd&kych zvfatech jsou velmi vzacné (Szal al, 2009).
U pokusné skupiny P2, kde byla podavana probiotishés nebyl naist pozorovan zidsodu
pouziti jinych bakterialnich druifh nez tomu bylo nagklad ve studii Apaset al. (2010), kde
probioticka smis zaznamenala zvySeni tohoto druhu yevsiim traktu koz.
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Obr. 4 Celkovy peet bakterii mléného kvaSeni ve vzorcich
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Obr. 5 Celkovy peetL. acidophilusalL. caseia bifidobakterii ve vzorcich u pokusné skupiny P2
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V poétech bakterii mi&ného kvaSeni (Obr. 4) byl patrny rozdil mezi skapin K, P1 a skupinou
P2, kde byl zaznamenan fér o 1 logaritmickyfad od péateniho az do 30.dne konzumace
probiotického krmiva. Autid Klein et al. (2008) zjistili ve stolici proband prikazre vyssi
mnozstvi bakterii migmého kvaSeni (Obr. 4), zejména druhBifidobacterium lactis
aL. acidophilusv reakci na konzumaci 300 g jogurtu obsahujici patibiotika po dobu 5-ti tydn
Také vysledky autdrUyenoet al. (2008) ukazaly, Ze v fibéhu 20denni konzumace probiotickych
jogurti doslo k zvySeni pitu Zivotaschopnych laktobatilve stews. Oproti tomu u skupiny K a P1
doSlo k mirnému néstu p@tu téchto bakterii od 0. do 15. dne, pot&fyau kontrolni skupiny (K)
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zataly mirre klesat. U pokusné skupiny P1 nedoSlo od 15. dt@viuto snizeni, petni hladina
15. dne #istala udrZzena az do konce konzumace.

Na Obr. 5 jsou znazony logaritmické hodnoty z celkového @a bifidobakterii, druhu
Lactobacillus acidophilusa Lactobacillus caseiu pokusné skupiny P2, kterd byla krmena
probiotickou smisi s obsaheméthto bakterii. Je zde patrné (Obr. 5), Ze othtka pokusu byl
ve stevni mikrofl@e prasniek nejvice zastoupen drubactobacillus casei(4,9 log KTJ/g).

V pribéhu pokusu pak dochazelo k mirnému aséw u vSech pozorovanych bakterii. Mirn
vzrastaly bifidobakterie i drutiactobacillus acidophilusnejvice byl vS8ak nést pozorovan vsak

u druhu Lactobacillus casei Ve studii Yadavet al. (2007) bylo pi podavani probitik také

zaznamenano nejvyssihdstu €chto bakterii, které tii ve stevnim traktu prastek cetné
zastoupeni.

ZAVER

Z tohoto experimentu bylo patrné, Ze u obou pokalsrskupin (P1, P2) konzumujicich probiotika
dochazelo ke snizeni celkovéhocépo potencionalnich patogéndruhu Escherichia colii rodu
Clostridium U pokusné skupiny P2 byl tento efekt mnohem ingt#, zvlaSt v piipact klostridii.

K navySeni p&tu bakterii mléného kvaSeni doSlo vigsehu celého pokusu u pokusné skupiny P2,
u skupiny P1 dochazelo k mirnému isiu pouze do 15. dne. U pokusné skupiny P2 bylg dal
zkoumany vybrané bakterid_dctobacillus acidophilus, Bifidobacterium, Lactafiais casei)
na celkové péty ve stevnim traktu prasiek. Bylo zjiS€no, ze Bhem celého pokusu si udrzoval
nejvysSi zastoupeni dritactobacillus casei

Vysledky experimentu tedy nazhgi pozitivni vliv konzumace probiotickych krmnyamgsi
na zazivaci trakt prasat, a tim sniZovani rizikat.nazniku péjmovych onemocéni.
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