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Z;ﬁsob zvét¥ovani mikrobi&lni populace v bachoru
pr¥e¥vikavych zvi¥at a zlep¥ova&ni zootechnické
u¥itkovosti téchto zvi¥at

Zpusob o¥iva v Ye do bachoru
téchto zv ¥at vpravu I o!ivitelné spory Bacillus
cereus, kmen C.I.P. 5832.
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Oblast techniky

Vyndlez se tyk4 zplsobu zvdt3ovdni mikrobidlni populace
v béchoru prefvykavych zvifat, co? né za ndsledek, Ze se tim
zlep3uje zootechnickd uZitkovost té&chto zvifat. Vyndlez se
rovnd¥ tyké krmivového aditiva pro uskutednovéni tchoto zpi-
sobu a doplnkového krmiva pro pfefvykavé zvirata, jeZ obsa~

huje toto aditivumr.

Dosavadni stav techniky

Béchor, ktery je jednim ze &tyrech Zaludkd preZvykaved,
obsahuje velmi znal®né mnoZstvi mikroorganizml, jeZ tvold
ekogystém Zijici{ v symbioze se zvifecim hostitelem.

Nezi t&mito organizmy dominuji tyto druhy:

~ bakterie, tédové 1010 a2 10%! z4rodxt ne gram obsahu
béchoru,
- prvoci, Pédové 10° a3 10

Kromé& t&chto prevlddajicich druhi nalézaji se v bichoru

6 zérodkd na gram obsahu bachoru.

mikroskopické houty, mykoplasmy a bakteriofégy.

Tyto mikroorganizmy pat¥i k velmi rdiznym roddm a druhim:
pouze u bakterii je moZné popsét 22 rodd a 63 druhd (T.i.
Yokohema et K.A. Johnson - In the ruminal animal - Digesiive
Physiology and Nutrition - D.C. Church, vydavatel, 4 Reston
Book, New Jersey 07632, USA, str. 125-144).

' V&t&ina mikroorganizmd obsaZenych v bachoru jsou piis-
né aneroby, jejichZ vyzkum je nesnadny.

Vzhledem k nesndzim spojenym soulasnd s velkym podtem
mikrobidlnich druhi pfitomnych v btédchoru a vzhledem k jejich
anerobnf povaze, provaddéji se vyzkumy kvantitativnich zmén
mikrobidlni pecpulace v bachoru ve v&t3ing pripadd sloudeni-
nami znalkujicimi mikrofloru.

Nejéastdji a najb¥Znéji pouZivanou znalkovanou sloule-




nincu Je DAFA (2,6-diaminopimelovd kyselina), co¥ je amino-
kyselina, které je spscifickd pro mikroorganizny a kterd se
nenachdzi ani ve zviPecich tkdnich, ani v uvedenych rsatlin-
nych mikroorganizmech. F¥'i daném krmném reZimu zlstdvaji po-
méry DAPA v obsahu bdchoru stédld a pouZiti tichto znadkova-
nych sloudenin je u¥itedné obzvldst pii mifeni kvantitotiv-
nich zmén mikrobidlni populace v bichoru.

Vyzikumy mikrobidlni populace v bdchoru se monou uskuted-
novet p¥fmo na zvifatech in vivo (punkci béchorové 3¥svy,
fistulaci a kanylaci béchoru, atd.).

Mikroorganizmy bdchoru jsou schopné degradovat a fer-
mentovat komple®ni krmive zkrmovans pfeévﬁkavci, které tim
ztrécej{ ddleZitou &ést v nich obsaZenych Zivin. Mikrobidlni
t&liska mikroorganizmd bdchoru predstavuji rovné? ddleity
krmivovy prinos pro preivykavce. Zvdtfeni mikrobidlni popu-
lace v béchoru je tudiZ vyhodné pro zootechnickou uZ¥itkovost
preZvykavych zvifat.

Antibiotika a predev3im ionoforovd antibiotika jsou
schopné vyhodné& upravovat mikrobidlni fermentace v bachoru.

V japonském vynélezu &. 1977-8381 se uvédf, ¥e Bacillus
cersus, kmenu T7112, je schopen korigovat p¥iznaky anomélidf
kvaSeni v béchoru preivykavych savci. Takové anomdlie, kterd
vyvoldvaji nadyméni a hnilobné procesy v Zaludku, jsou cha-

—.rakterizované zvySenym mnoZstvim amoniakdlniho dusiku nebo
ﬁfopionové kyseliny ve 3%4v& bachorového obsahu. Tyto p¥i-
zneky a vysledky jejich lédendi jsou uvedeny v ndsledujicich
tabulkéch 1 a 2. V pr¥ipad& hov&ziho dobytka se nastalé nady-
médn{ (tabulka 1) a mnoZstvi amoniakdlniho dusiku, je? je u
nemocnych zvifat znalné zvét3ené, upravi u léenych zvirat
na normdlni mnoZstvi. V prfpad& nadouvéni nastdvajicim u
jehnat se mnoZstvi kyseliny propionové, které je u nemocnych
zvifat zvét8ené, upravuje u lédenych zvirat na normdlni mnos-
stvi. Japonsky vyndlez &. 1977-8381 neuvad{ v3ak, zda Bacil-
lus cereus, kmen T7112, mé jakykoliv U&inek na tvar nebo
sloZeni mikrobidln{ populace, jeZ je pﬁvodnﬁ? béachoru.




Tabulke 1 - hovEzi dobytek

Amoniakél=} Celkovy | Tékavd | ilélné
Hovézi dobtytek | ni dusik dusik kyselina| kysgelina
g /ml ng/xl wl NaCH y/hd
0,1N
1 62 0,74 4,35 51
2 84 0,76 3,25 0
Zéravy 3 67 0,84 7,44 46
4 120 0,71 3,13 56
5 232 0,78 4,50 0
Zasafeny | 6 204 0,76 3,50 10
nadyménim 7 273 1,36 6,32 50
8 344 0,80 6,20 16
9 194 0,53 1,55 €
Nadymént | & 17 0,62 10,62 27
pe 1é&b& | § 52 0,62 5,55 74
Tabulka 2 - jehnata
Jehnata Kyselina | Kyselina Kyselina Jiné t&ke-
octovd propionovad | méselnd | vé mastné
% % % kysgliny
1 57 15 19 g
Zdrava 2 59 17 2l 3
Primé&r 58 17 20 7
&
3 56 22 19 3
ZasaZe-| 4 49 25 23 3
Suvéntn| 56 21 17 6
Primir 54 23 20 4
37 5€ 3 20 4
|4 55 16 1€ 11
Lédens 5° 56 19 51 4
Primér 56 1le 20 &
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(priorita: 11.08.87 5L 2702435) se uvadi, %e vpravovanin do
saludku taxterii, je? produkujf kyselinu mlélnou (Lactoba-
cillus, Pediococcus, Streptococcus a Leuconostoc),neto tak-
ter{ produkujicich amylézu a protedzu (Bacillus subtilis a
Bacillus toyoi) se md¥%e upravovat sloZeni mléka u dojnic.
Tato dprave se vyznaduje tim, %e se p#i nif zvétiuje v mléce
mno¥stvi proteind (popisuje se jisté skromné zvyfeni obsahu
tukovych ldtek, rovnd% v uvedeném spise). AvSak vysledky
uvedené v tomto spise (tabulke 3) Jjasn& dokazuji, Ze se
zvy$uje toliko obsah proteind v mléce, dojivost (kg mléka
vyrobeného za den) se neméni a dojivost korigovand na obsah
(standartizoveny) tukovych létek znadnd klesne. To znamens,
%e se ofetlenim zmenduje obsah tukovych létek.

hlddce 3, EE10€54C.2 2 28.05.58

Tabulka 3 —
| Farma 1 Farma 2 Ferma 3 |
. OBetrent O3etfent OBetfenf
1 ] 2 1 2 1 2 |
e ;
Produkce mléka §
xg/den 24,71 | 24,07 | 19,57 | 18,91|28,21 |28,39]
- o

Produkce mléka
korigované na !
tukové latky ;
kg/den 27,90 | 22,93 | 22,74 | 20,53|29,43 [26,651
Protein, % | 3,47 | 3,7¢ | 3,30 3,63| 3,37 | 3,5 !
I

O8etfeni 1: kontrolni, bez pridavku bakteriédlniho preparétu
O8et¥eni 2: s pPidavkem bakteridlniho preparétu

4 evropské patentové prihlédice ¥. 88108549.2 se neuvéd
nastdvé-1li ae:n*gtdo Zaludku vpravovanych bakterif (zvétSen

1,
1

obsahu prote&&g v mléce) v disledku kteréhokoliv vlivu té&ch-~

.4 s . . .
to bakterifi(ma plvodni mikrobidlnf populaci obsaZenou v bd=-
choru.




Fodstata vynélezu

Bylc nyni 2zjidténo a Jje pledmétem tohoto vyndlezu, Ze
vpravovéninm do bdchoru plreZvykaved velmi malych mnoZstvi .
znovuoZivitelnych spor Bacillus cereus, kmen C.I.P 5€32
(C.¥sP. = Collection de 1°Institut Pasteur) se mi¥e zvydovat -
obtsah DAPA v bdchoru a zvySovat zootechnickd uZitkovost pre-
Yvykavych zvirat (produkce mléka nebo mesa).

Mald mnoZstvi spor Bacillus cereus, kmen C.I.P. 5832,
pPiddvand zvifatlim se vypolitdvaji tak, aby spory byly pfi-
tomné ve 3¥4v& bdchoru v mno¥stvi 10 000 a¥ 100 000 spor na
mililitr bdchorové 3Tdvy. Tdto mno¥stvi jsou mnohem men3{
neZ mnoZstvi, jeZ jsou dosud udévand pro mikrobidlni populaci
béchoru.

V nédsledujfcich p¥ikladech je vyndlez bli%e objasnovén,
aniZ by byl néjek omezovén,

Pr{klady provedeni{ vyndlezu

Pokus na kravdch s um&lou pi&t8li (fistulovanych)

PouZijl se 4 krévy s pi3t8l{i, plemeno ki#i¥ené Frison~
ne ¥ Holstein, nesouci kanylu, je% umoZnuje pf{stup do bdchoru.

Zvirata se krm{ denni ddvkou 9 kg suliny smdsi, ktersd
se sklédd z 30 % siléZované kukulfice a 70 % koncentrovaného
krmiva.

Dévka se poddvd jednotlivé ka¥dému zvi¥eti réno v 10
hodin. Distribuovend ddvka se spotPebovivéd bdhem dne.

Nutridni charakteristiky sildZované kukufice a koncen-
trovaného krmiva jsou uvedeny v ndsledujici tabulce 4. ’




Tebulka 4
SiléZovand Koncertrované
kukulice krmivo
Sudina, g/kg 330 870
Hrutd celuloza, g/kg 231 109
Amidon + cukry, g/kg 149 - 214
Surovy protein, g/kg g2 180

Bs8hem 4 dni pPred pokusem se kaZdy den pomoci kanyly ode-
bere u ka¥dé krévy vzorek bachorové $t4vy. Této pPedexperi-
" mentdln{ perioda slouZf jako kontrola.

B&hem pokusu se do koncentrovaného krmiva pfidé 0,1 %
suchého présku, ktery obsahuje 109 oZivitelnych spor Bacil-
lus cereus, kmen C.I.P. 5832, na 1 gram. Pokus trvéd § dnd.
Béhem poslednimh dvou dni pokusu se u kaZ%dé kravy odebere
jednotlivé béchorové 3t4va.

Stéva z bachoru se odetirsd vZdy kolem 8 ﬁodiny rann{,
pfed poddnim krmné dévky.

3tava odebrand z béchoru se zfiltruje pres gdzu, aby se
z ni odstranily &éstice krmiva.

Ka%dy vzorek zfiltrované $t4vy z béchoru se podrobi
témto analyzégmoﬂ/

- Vypoéteni{E301llus cereus, kmen C.I.P. 5832, podle metody
J. Michard a L. Levesque, 1989,

- izigaxgni pH elektronickym pHmetrem (znalky Schott)

~ (Celkovych tékavych mastnych kyselin, kyseliny octové,
kyseliny propionové, kyseliny méselné, plynovou chromato-
grafii (chromatogref znalky Girdel),

-~ stanoveni amoniaku Kjeldshlovou metodou po vysréZeni pro-
teind trichloroctovou kyeslinou,

- stanoveni DAPA metodou podle autora J.w. Czerkawski, 1974.

Ziskané vysledky Jsou uvedeny v nésledujici tabulce 5.
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Tabtulak 5 = vyzikum na fistulovanysh kravéch

Kontrolnt | vizkurngd |Statisticks
perioda perioda [ prikaznost
{aralyza zmin)
B, cereus,C.I.P. +
5€32 (C.F.U./ml) - 45 COC-1 540 )
ol 6,64%0,13 |6,90%0,10 N.s,'¥
Celkové tikavé
mastné kysaliny + + i
(mmol/1) 77,18=11,36] 79,80-12,10 { N.S.
Kyselins octova + +
(mmol/1) 53,50-6,67 | 54,15-7,47 N.S.
Kyselina propio- v '
nové (mpoi/l) 10,47%2,95 | 10,12%2,19 N.S.
Kyselina méselnéd + +
(mmol/1) 10,87-1,93 | 11,31-2,84 N.S,
Amonisk (mg/1) | s57f27 | e3f1s s,
DAPA (mg/1) 855 &5 |1 200% g0 s.

(x) N.S. = neprﬁkazné) p > 0,05

S. prikaznéd p £ 0,05

/

Béhem pokusné (vyzkumr®) periody neméni spory Bacillus
cereus, kmen C.I.P. 5832, hodnotu pH, celkovy obsah tékavych
mastnych kyselin a kyseliny octové; propionové a méselné
v béchoru. Naproti tomu oZet¥enim se zv&t3{i mno¥stvi smoni-
aku a DAPA.

Tyto vysledky jsou tudff o0dliZné od vysledkd uvedenych
v japonské patentové pFihlddce 1977-£381.

Zvyseni obsshu DAPA o 50 % (1290 vs. 855 ng/l) nemdZe
byt disledkem pedéni velmi maldho mno¥stvi gpor Bacillus
cereus, kmen C.I.P. 5832. Ve skutednosti je podet spor namé-

Fenych neobylejné maly vzhledem k podtim uvadénym d¥ive pro ,

pivodni mikrobidlnf populaci béchoru a &inf 45 000 pro ml
bachorové 3ldvy. Toto zvy3eni obsahu DAPA znamend, e se
zvét3ilo mnoZatvi pidvodni mikrobislnt populace v bdchoru.




Polus ns

C_n
‘.a
I

20 dojnic kifZeného plemene Friscnne x‘Holstein se
rozd&lf do dveou stejnych skupin.

Krmeni se sklédé ze zdkladni denni ddvky doplnéné kon-
centrovanym krmivek.

74k1l=0ni denni ddvka se sklédd z téchto slofek:
ray-grass, sild¥ovand kukufice, obili, sléme a moZovina.
Poddvd se kafdé kravé dennd v mnoZstvi 17 kg suliny, 15,31
UFL (Unités Fourrageres Lait - picninové mlé¥né jednotky),
1 435 g "PDIN" a 1 428 g "PDIE" {jednotky proteind stravi-
telnych ve stfevd podle francouzského systému krmeni pre-
$vykaved). Tato zdkladni dennf dévka dodévané v podob& smés-
né hmoty kryje zédkladni produkeci 25 kg mléka denné.

Koncentrované krmivo poskytuje v kg susiny: 1 UFL,

142 g PDIN,.138 g PDIE, €0 g hrubé celulozy a 320 g smidonu

+ '‘cukry. Koncentrované krmivo se rozdéluje jednotlivé kaZdé
krévé automatickym rozd&lovadem v pomdru 1 kg krmiva v pri-
méru na 2,5 kg mléka nad zékledn{ produkeci (25 kg).

Skupina deseti krav dostdvd shora uvedenou denni davku.
Tato skupina Jje kontrolni skupinou.

Druhd skupina 10 krav dostavd navic kromé& uvedené dévky
10 g na krédvu dennd suchého prédku obsahujiciho 109 oZivi-
telnych spor Bacillus cereus, kmen C.I.P. 5832, v gramu
préagku. Toto doplnéni umo¥nuje ziskat v priméru 60 000 a¥
€0 000 o%ivitelnych spor v 1 ml béachorové t4vy.

ﬁravy se gg“%*u;é dvakrdt dennd. MnoZstvi mléka vyro-
bend ka?dou krdvou se m&Pi automaticky pri keZdém dojeni.
Kontroluje se rovné? obsah mésla a obsah proteind v mléce.

Pokus se provédi po t¥i tydny. Ziskané vysledky jsou
uvedeny v ndsledujici tabulce 6.




Tstulka 6
Kontrol-|Skupina Statistické pri-
ni sku- |Bacillus kaznost
pinsa (enalyza zmén)
. | . . . 1x)
Dojivost, kg/den 34,61 37,62 S.
QObsah tukid, % 3,86 3,83 N.3. .
Cbtsah proteind, % 2,87 2,85 N.S.

(*) y.5. ="§rikeznd, p » 0,05

S. = prikaznd, p f 0,05

Uvedené vysledky dokazujf, Ze spory Bacillus cereus,
kmen C.I.P. 5832, zvy3uji produkci mléka, ani¥ by m&nily
jeho sloZeni. Ufinky Bacillus cereus, kmen C.I.P. 5832,
jsou tudi% odlidné od vysledkl podle prihlédky evropského
petentu &. 8E108549.2, které se ziskdvaji pouZitim mikroor-
genizmd Lactobacillus, Pedicoccus, Streptococcus, Leucono-
stoc, Bacillus subsilis a Bacillus toyoi.

Priklad 3
Pokus na mladych bycich urdenych k vyrobé masa

28 bykd plemere Salers se rozddli do dvou stejnych skupin.
Jednotlivé denni krmeni se sklid z td8chto dvou slodek:
« sildZovand kukulice, jejiZ spotfeba se vaii, a
- 5 kg koncentrovaného krmiva obsahujfeciho v 1 kg
susiny 870 g, surového proteinu 147 g, hrubé celulozy
109 g, amidonu 120 g, vépniku 6,1 g a fosforu 5,9 g&. )
Skupiné 14 bykd, jeZ jsou kontrolni skupinou, se podavs.
samotnd tato ddvka.
Druhd skupina 14 bykd,se krmf stejnou dévkou, avdak do
koncentrovaného krmiva se pridaj{ spory Bacillus cereus,
kmen C.I.P. 5832, v pomdru 400 CC0 oZivitelnych spor na 1 g
krmiva. Toto doplnéni se vypod{itd tak, aby se v 1 ml b&chové
itdvy ziskalo p¥ibliZn& 30 COG o%ivitelnych spor.
Zvifata se oznadi krouZkem s &islem v uchu. KeZdy kus
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dotytka s a
Po &3 dnesch pokusu se ziskaj{! ndsledujici vysledky,

tabulece 7.

e jednotlivd zvdf{ pied pokusem a po ndm.

uvedend

<i

Av]

Tabulka 7 = pokus na mladych btyeich

Kontrol-| Skupina Statistickd proé-
ni sku- | Bacillus kaznost
pina (analyza zmén)
7ivé hmotnost, kg
podétednt 312,9 312,2 : n.s. (%)
konelné 397,3 402,17 S.
Prirdstek celkové
hmotnosti, kg 84,4 90,5(+7,2 %) S.
Pramé&rny denni pii-
rustek hmotnosti, g| 1 339 1 436(+7,2%) S.
SpotFeba sudiny
kg/den
sildZované kuku-
Fice 4,32 3,59 N.S.
koncentrované 4,35 4,35 N.S.
celkovs 8,67 7,94 N.S.
Index spotfeby 6,42  |5,93(~7,6 %) S.

(x) y.s. neprikaznd, p 2 0,05
| S. prikaznd, p <€ 0,05

Tyto vysledky tudi? #okazuji, Ze o%ivitelné spory Bacil-
lus cereus, kmen C.I.P. 5832, Jjsou schopné zlep3ovat zootech-
nickou uZitkovost mladgch bykd krmengch na maso, tj. priris-
tek hmotnosti a index spotfety (index spotfeby = kg suliny
spotfebovanych na kg pf{irdstku hmotnosti).
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PATENTOVE NAIAROKY

1. Zpisob zvét3ovdni mikrobidlni populace v bdchoru
pfefvykavych zvirat, vy znad u J1ic o s e t{im,
Ze se Co béchoru té&chto zviPat vpravi baskterie typu Bacillus
cereus, kmen C.I.P. 5832.

2. Zplsob podle ndroku 1, vy zna d u jici s e
t £ m, Ze se pouZivd bakterii, které jsou z|Zdsti nebo
zcela ve forme& oZivitelnych epor.

3. Zplsob zvySovani zootechnické uZitkovosti preZvyka-~
vych zvirat chovanych na maso, vy znadujici se
tim, Ze se zvétS{ obsah mikrobidlni populace v jejich
béchoru zplsobem popsanym v kterémkoliv z nédrokd 1 nebo 2.

4. Krmivové aditivum urlené k provédéni zpdsobu popsa-
ného podle kteréhokoliv 2z nérokl 1 a¥ 3.

5. Doplnovaci krmivo pro pféZvjkavé zvirata, vy z n a -
Eujitci se ti1im, %e obsahuje krmivové aditivum
podle néroku 4.

6. PouZiti bakterii typu Bacillus cereus, kmen C.I.P.
5832 ke zv&tSovéni mikrobidlni populace v bdchoru preZvyka-
~vych zvirat.
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