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\L literattire sa stretdvame s viac ¢i menej
rozsiahlym popisom &revnej ¢i cekdlnej
mikrofléry u jednotlivych skupin zvierat
(Kmet a kol., 1990; Devriese a kol., 1992;
strompfova a Laukovd, 2007; Simeono-
v4. Laukova,2007; Laukové a kol., 2009).
Inak je tomu v pripade mikrofléry apendixu,
ato aj v stvislosti s jej vplyvom resp. désled-
kom na zdravie hostitelského organizmu.
V literatire sa vyskytujt len ojedinelé prace
tykajice sa vyskytu baktérii v apendixe u Tudi
aaj tie najmad v sivislosti s vyskytom apen-
dicitidy (Leigh a kol., 1974). Popisovand je
dominancia Gram-negatfvnej mikroflory
s dérazom na klebsielly, enterobaktery, ¢i E.

coli, teda zdstupcov z Celade Enterobacte-
riacae as vyskytom zastupcov striktne anae
rébneho rodu Bacteroides (78 %; Leigh
a kol., 1974); pri¢om vyskyt Gram-pozitfvnej
mikrofléry je uvadzany sporadicky. A prave
takdto limitovanost v informovanosti o bak-
teridlnom obsahu apendixu nas viedla k to-
mu, aby sme skaisili izolovat tam pritomnu
bakteridlnu fléru so zameranim sa hlavne na
aerébne a fakultativne anaerébne skupiny
mikroorganizmov. Tito my$lienka vyvstala
pri nadich experimentoch s aplikovanim natu-
rilnych aditiv v ekosystéme krdlikov, &im sa
zaoberdme pocas ostatnych rokov a apliku-
jeme hlavne nade vlastné izolaty bakteriocin-
produkujtcich kmefiov s probiotickym ucin-
kom, ¢i ich bakteriociny samotné (Entero-
coccus faecium AL41, EF2019-CCM7420, CCM
4231, ent 2019, ent M, Laboratérium Zivo¢is-
nej mikrobiologie, UFHZ SAV, KoSice) a pre
porovnanie i niektoré fytobiotika (3alvia
a Eleutherococcus senticosus, Calendula s.r.o.,
Stara Luboviia, prostrednictvom Doc. Sala-
mona a Doc. Por4d¢ovej z Presovskej univer-
zity) s ciefom ovplyvnenia ¢revnej &i cekdl-
nej mikrofléry pre zdravie zvierat, ale v ko-
neénom dosledku i pre zdravie a spokojnost
spotrebitela - konzumenta Zivo&idnej potra-
VY.

MATERIAL A METODIKA

Nase experimenty sme uskutoénili v spo-
lupréci s pracoviskom Centra Zivo¢isneho
vyskumu v Nitre na farme Ustavu pre chov
malych hospodarskych zvierat, pricom sta-
rostlivost o zvieraté i akdkolvek manipuldcia
so zvieratami prebiehala so stihlasom Statnej
veterindrnej spravy ako i Etickgch komisif pri
obidvoch ustavoch. Jednotlivé experimenty
boli organizované postupne v priebehu rokov
2007 aZ 2009, pri¢om bolo do pokusu zara-
denych 192 zvierat va&sinou samcov vo veku
5 tyzditov hybridu Hyla alebo Hycole.

7vieratd boli umiestnené v $tandardnych
klietkach s pristupom ku vode ad libitum
a skrmovali granulovanu diétu pre odchov
brojlerovych krdlikov, ktora neobsahovala
kokcidiostatika. Zvieratd boli rozdelené do 8
skupin po 24 zvierat v kaZdej skupine nasle-
K, skupina so

dovne: kontrolnd skupina -

skrmovanfim kmefia E. faecium AL41 v davke
500 nl/zviera/defi do vody (koncentrcia
1x109 KTJ/ml), skupina so skrmovanfm kme-
fia E. faecium EF2019 (CCM 7420) v davke 500
nl/zviera/deit do vody (koncentracia 1x10°
KTJ/ml), skupina so skrmovanim kmefa E.
faecium CCM 4231 v davke 500 pl/zviera/deft
do vody (koncentracia 1x109 KTJ/ml), skupi-
na s poddvanim enterocinu 2019 (ent) v dav-
ke 50 pl/zviera/defi do vody, skupina so
skrmovanim ent M v ddvke 50 pl/zviera/den
do vody, skupina so skrmovanim extraktu $al-
vie (Salvia officinalis) v ddvke 10 nl/zvie-
ra/defl do vody a rastlinného extraktu Eleu-
therococcus senticosus v krmive v davke 15
a 30 g/na 100 kg krmiva. Kmene E. faecium
AL41, CCM 7420 a CCM 4231 st nade vlastné
izolaty (Laboratérium Zivoé¢isnej mikrobiolo-
gie, UFHZ SAV, KoSice), ktoré maju probio-
tické vlastnosti a zdrovei produkuji bakte-
riociny (Laukova a kol., 1993; Marekova
a kol., 2003; Marekova a kol., 2007), ent
2019 je produkovany kmeiiom E. faecium
CCM 7420 (EF 2019) a ent M je produkovany
kmeniom E. faecium AL 41 (Marekovd
a kol., 2007). Rastlinné extrakty sme si vybra-
li na zdklade in vitro testov (Haviarova,
2006; Szabo6va a kol., 2007, 2008) a roz-
hodli sme sa pre 3alviu, ktord je znama svoji-
mi antimikrobidlnymi a¢inkami (Baricevic
a kol., 2001) a EL senticosus, ktory je skor
znamy svojim imunostimula¢nym efektom.
Experiment trval 42 dnf a jednotlivé aplikan-

ty boli poddvané po dobu 3 tyzdiov. Vzorky
boli odoberané po 3 tyZdiioch podavania t.j.
na 21. defi a po 3 tyZdioch od nepodavania,
t.j. na konci experimentu, na 42. den. Zvierata
boli odpordZané, 3 kusy z kazdej skupiny,
odobrany bol apendix a obsah apendixu bol
nasledne spracovany $tandardnou mikrobio-
logickou metédou, pricom jednotlive riede-
nia boli vysievané na tieto média: Brian Heart

infusion agar a Trypticase soy agar (Becton

a Dickinson, USA) s 3 % pridavkom defi-

brinovanej baranej krvi, CLED agar, Plate
count agar (Biomark). Po kultivacii boli jed-
notlivé kolénie ockované na Mac Conkey agar
a ME-Enterococcus agar. Poéty mikroorga-
nizmov boli vyjadrené v KTJ (kol6nie tvoria-
ce jednotky) na g + SD. Statisticky vyznam-
né rozdiely medzi kontrolou a jednotlivymi
skupinami ako aj medzi skupinami navzajom
boli stanovené Studentovym t-testom, ako aj
testom ANOVA.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Celkové pocty baktérii detegovanych
v apendixe kontrolnej skupiny boli na 21. dei
ako ina 42. defl v podstate rovnaké (Tab. 1).
Boli detegované ako Gram-pozitivne, tak
i Gram-negativne baktérie. V tejto praci sme
sa sice nesustredili na blizsiu $pecifikaciu
mikroflory v apendixe, aviak i tak pri nahod-
nom odpichnuti kolénii boli najcastejsie dete-
gované enterokoky, enterobaktérie a E. coli.
V skupindch kralikov s poddvanymi probioti-
kami, bakteriocinmi, ¢i fytobiotikami boli naj-
vy$die poéty baktérii na 21. dei determino-
vané v skupine, kde bol podavany kmen CCM
4231 (6,82 + 0,43 KTJ/g), ent M (5,31 + 0,77
KTJ/g), ent 2019 (5,67 + 1,53 KTJ/g) a salvia
(<7,0, Tab. 1); to znamend, Ze baktérie, kto-

Tab. 1 Celkové poéty baktérii v apendixe krd
likov po aplikdcii a po ukoncenti aplikdcie
probiotik, enterocinov a fytobiotik - Total
counts of bacteria in the rabbit appendix
after application of probiotics, enterocins,
and fytobiotics

Konfrola 5,86 + 0,69 :
EF2019(COM 7420 31723200 T, nd
CCM a?m 882+020c  656+044¢
LAy (S Ly T E R T
Eni 2019 <10 5,67 +153
EntM 531£0,77, © 354<085
Salvia o <70 7,781 1,170
il senfiosus . 1 4B2+043 ' 610044

EF 2019 - Enterococcus faecium 2019, CCM 4231 - E
foecium, AL 41 - E, foecium, Ent 2019, ent M-enterocin,
El senticosus - Eleutherococcus senticosus

21. defi - 3. ty2dne po aplikdcii odifiv: ab, P<0,01; ebie,
P<0,01; 42. def - 3. tyZdne od ukonéenia aplikacie, a’o,
P<0,01; a1b, P<0,05; 0>d, P<0,01, ae, 0, &, P<0,05



ré boli zistené v apendixe odolali inhibiéné-
mu posobeniu danych aplikantov. Je to zauji-
mavé zistenie, pretoZe ako vyplyva z nasich
predchadzajticich experimentov (Szab6ova,
2007; Simonova a kol., 2008; Pogany
Simonovéa a kol., 2009), za in vitro, alei za
in vivo podmienok, $alvia, ent 2019, ent M
i samotny kmei CCM 4231 sa vyznaluju anti-
mikrobidlnym spektrom G¢inku a inhibicia sa
potvrdila i v truse ¢ v céku kralikov. Pravde
podobne sa teda pdsobenie aplikantov kon
centrovalo v tychto dsekoch a do apendixu
predli len rezistentnejSie baktérie. NiZsie poc
ty baktérii boli zistené v apendixoch kralikov
s poddvanim rastlinného extrakru El. sentt
cosus (4,82 + 0,43 KTJ/g; Tab. 1). AvEak naj-
niz&ie pocty boli zaznamenané v skupine kra
likov, kde boli poddvané probiotické kmene
EF2019 a AL41 (3,23 +1,30KT)/g; 3,76 £ 1,18
KTJ/g), ktoré su zaroveri i producentmi ente-
rocinov A (P) a ent M {Marekovi a kol.,
2003, 2007, Simonovd, Laukovd, 2007).
Inhibi¢ny efekt obidvoch kmenov koreloval
so itatistickou analyzou, ked pri porovnani
kontrolnej skupiny a skupin so skrmovanim
kmena EF 2019 (CCM .7420) a AL 41 boli
v tychto dvoch skupindch pocty baktérii sig-
nifikantne zniZené oproti kontrole (P <0,01).
Kinefi 2019 bol izolovany z krdlika a dobre
kolonizuje ich trdviaci trakt (Pogédny Simo-
nova a kol, 2009), aviak kmeri AL41 je izo-
latom zo Zivocisneho odpadu. Napriek jeho
niz$ej kolonizacii u krdlikov (nepublikovany
tdaj) v nasich predchddzajicich experimen-
toch bola zaznamenana vyraznd schopnost
stimuloval imunitny systém. TaktieZ bola
zaznamenand vyésia fagocytarna aktivita ne?
u krilikov s poddvanim kmefia EF 2019
(Laukova a kol., 2009). Signifikantne niZsie
poéty baktérii boli zistené v skupine kralikov
56 skrmovanim kmenov AL41 ako aj EF 2019
- CCM7420 (P < 0,01) pri porovnani so sku-
pinou kralikov s kmenom E. faecium CCM
4231, o znamena, ze kmene AL41 a CCM
7420 prejavili vy3siu inhibi¢nn aktivitu nez
kmein CCM 4231. Ale 3alvia prejavuje za in
vitro, ale aj za in vivo podmienok (S zahoova
a kol.. 2009) vyrazné antimikrobialne uéinky
(Szaboova a kol., 2009}, naproti tomu EL
senticosus ma minimdlny inhibiény déinok,
aviak posobi skér imunostimulacne.
Signifikantne niZiie pocty baktérif v sku-
pine kralikov so skrmovanim kmeria AL 41
oproti kontrole (P < 0,01) sa prejavili i na 42.
deri sledovania teda 3 tyzdne od nepoddvania
iednotlivych aplikantov, A rovnaky vysledok
bol zisteny i v skupine zvierat s ent M (P <
0.05: Tab. 1), ktorého producentom je prave
kmei E. faecium AL41. V ostatnych skupi-
nach boli potty baktérii nezmenené resp.
vzrastli (EL. senticusus), v pripade ent 2019
sa oproti 21. ditu zniZili. Pri porovnani sku-
pin navzajom boli signifikantne nizsie pocty
v apendixe krdlikov s kmehom AL4l (P <
0.01) nez so $alviou a v porovnani s kmetiom
CCM 4231 (P <0,05), ako aj v skupine s ent M
pri porovnani s kmeiiom CCM 4231 (P <0,01;
Tab. 1). Nami izolované baktérie st v zhode

s vysledkami prezentovanymi predchadzaju
cimi autormi. Nikdy v8ak neboli uvadzané
jednotlivé poéty detegovanych baktérii
Podstatnym zistenim je isty modula&ny vplyv
poddvanych aditiv na tito mikrofléru, pricom
z hfadiska apendixu sa pohybujeme tpine
v novom ,poli“, a preto v nadich testoch
v tomto smere planujeme pokracovat.

ZAVER

V skupindch kralikov s podavanymi pro-
biotikami, bakteriocinmi, ¢i fytobiotikami
boli najvyssie pocty baktérii na 21. den (3
tyzdne po podavan{) determinované v sku-
pine s kmeniom E. faecium CCM 4231 (6,82
+ 0,43 KTJ/g), s enterocinmi ent M (5,31 =
0,77 KTJ/g), ent 2019 (5,67 + 1,53 KTJ/g)
a Salviou (< 7,0); to znamend, baktérie, kto-
ré boli zistené v apendixe odolali inhibic-
nému pasobeniu danych aplikantov. Nizsie
poéty baktérii boli zistené v apendixoch
kralikov s podavanim rastlinného extrak-
tu EL senticosus (4,82 + 0,43 KT)/g). Aviak
najnizsie pocty boli zaznamenané v sku-
pine krélikov, kde boli podévane probio-
tické kmene EF2019 a AL41 (3,23 £ 1,30
KTJ/g; 3,76 + 1,18 KTJ/g), ktoré sti zdrover
i producentmi enterocinov A (P) a ent M.
Inhibi¢ny efekt obidvoch kmeifiov korelo-
val so §tatistickou analyzou, ked' pri porov-
nani kontrolnej skupiny a skupin so
skrmovanim kmena EF 2019 (CCM 7420)
a AL41 boli v tychto dvoch skupinach poc-
ty baktérii signifikantne zniZené oproti
kontrole (P < 0,01). Signifikantne nizsie
poéty baktérii boli zistené i pri porovnani
skupin kralikov so skrmovanim kmenov
AL41 ako aj EF 2019 - CCM7420 (P <0,01)
so skupinou krdlikov s kmenoem E. faecium
CCM 4231, ¢o znamend, Zze kmene AL41
a CCM 7420 prejavili vy&diu inhibiéni akti-
vitu nez kmeii CCM 4231. Signifikantne
nizéie pocty baktérii v skupine krilikov so
skrmovanim kmena Al 41 oproti kontrole
(P <0,01) sa prejavili i na 42. den sledova-
nia, teda 3 tyZdne od nepoddvania jedno-
tlivych aplikantov. A rovnaky vysledok bol
zisteny i v skupine zvierat s ent M (P <
0,05), ktorého producentom je prave kmern
E. faecium AL41. V ostatnych skupinach
boli poéty baktérii nezmenené, resp.
vzrastli (EL senticosus), v pripade ent 2019
sa oproti 21. diiu zniZili. Pri porovnani sku-
pin navzdjom boli signifikantne nizsie poc-
ty v skupine s kmefiom AL 41 (P < 0,01) nez
so $alviou a v porovnani s kmenom CCM
4231 (P <0,05), ako aj v skupine s ent M pri
porovnani s kmerniom CCM 4231 (P<0,01).
Celkové poéty baktérii detegovanych
v apendixe kontrolnej skupiny boli na 21.
deri ako i na 42. den v podstate rovnake.
Boli detegované Gram-pozitivne i Gram-
negativne baktérie. Najcastejsie detegova-
né boli enterokoky, enterobaktérie a E. coli.
Tato tidia je vyznamnym prinosom v ram-
ci mikrobiologického hladiska malo pre-
badaného apendixu.

SUMMARY

LAUKOQOVA, A., POGANY SIMONOVA, M.,
SZABOOVA, R., STROMPFOVA, V.: Bacterial
flora in rabbits appendix in probiotics, bac-
teriocins and phytobiotics application.

The highest total bacterial counts were
found in the rabbits appendix on day 21 {3
weeks after substances application) and it
was in the rabbits receiving the strain Ente
rococcus faecium CCM 4231 (6.82 4
CFU/g), enterocin ent M (5.31 £ 0.77 CFU/g},
ent 2019 (5.67 + 1.53 CFU/g) and sage

(<7.0
it means, bacteria detected in the appendn

were resistant to the substances used. Ti
lower bacterial counts were also determined
in the rabbit appendix from the group recei-
ving extract of Eleutherococus senticosus (4.82
+ 0.43 KTJ/g). However, the lowest counts
were detected in the rabbits appendix to
which probiotic strains were applied - E. fae
cium EF2019 and AL41 (3.23 + 1.30 CFU/g;
.76+ 1.18 CFU/g), which also produce ente-
rocins A (P) and ent M. The inhibitory etfect
of both strains was in correlation with statis
tic analvses; there, comparing control group
and groups with both probiotic strains, sig-
nificantly low counts were isolated (P < 0.01}
Significant difference, lower counts ol bacte-
ria were also detected comparing the appen
dix from the rabbits with AL 41 and EF 2019
strains and from those receiving E. faecium
CCM 4231 (P <0.01). It means, the strains AL
41 and EF2019-CCM7420 were more inhibi
tory active than E. faecium CCM 4231 strain
A significant difference in bacterial counts
appendix of rabbits with AL 41 strain (P <
0.01) was also found on day 42 (3 weeks after
sation of substances application) in com-
parison to the control group of animals The
same status was also determined in the rab
bits receiving ent M (P < 0.05), which is pro
duced by E. faecium ALAl. In the other
groups, the bacterial counts were unchanged

;e

and/or increased (EL senticosus); in the case
of ent 2019, they were found decreased in
comparison with their counts on day 21

Comparing the groups among each other o
day 42, the significant difference was detec-
ted in the rabbits with AL 41 strain (P < 0.01)
than in rabbits with sage and/or with CCM
4231 strain (P < 0.05) as well as in rabbits re
ceiving ent M comparing with the rabbits
receiving CCM 4231 strain (P < 0.01), The tota

bacterial counts in the appendix of contro
rabbits were almost the same on day 21 a:
well as on day 42. There were detected Gram
positive as well as Gram-negative bacteria
The most frequently detected were enterc
cocci, enterobacteriae and E. coli. This stud
is important contribution to the appendix ec
system not known in detail up to now, esp:
cially from the microbiological aspect of viev
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Dosichnuté vysledky boli vytvorené rea
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