Predbézna oponentura disertacni prace

Riziko vyskytu klostridii v

s1lazich a ve vykalech dojnic

Doktorandka: Ing. Veronika Mlejnkova
Skolitel: prof. MVDr. Ing. Petr Dolezal, CSc.

Ustav vyZivy zvifat a picninafstvi
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Klostridie

» Nezadouci, patogen pro ¢lovéka I zvirata.

» Sporogenni, schopny opétovného ristu.

» Spory klostridii - do mléka (zkrmovani silazi
podiadné jakostl, prostiedi).

e Ovlivni smyslové vlastnosti mléka a vyrobki z
n¢j (vady syri).

» Rezistentni viuc¢i teploté, zafeni, dezinfekcl,
kysliku, travicim Stavam.
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Klostridie

e Zdroj puadni iIinfekce — s poseCenou pici |
povrchova vrstva plidy (nezadouci MO) do

|\ 4

silazi.

» Cinnosti klostridii — dekarboxilace AK — vznik
biogennich aminu.

e Zpusobuji onemocnéni — Botulizmus, Tetanus,
Snét’ Selestiva, Maligni edém, Enterotoxemie.
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Cil prace

Pokus .

» Zalozit modelovy pokus v laboratornich podminkach a
potvrdit ¢i  vyvratit hypotézu, zda-li ma vliv
kontaminace silazi povrchovou vrstvou pady béhem
sklizné rostlinného materialu na nasledny rust klostridii
vV anaerobnich podminkach silazi.

* Posouzeni vlivu a vhodnostli pouziti razného typu
silazniho aditiva pii rizné mife kontaminace puvodni
hmoty povrchovou vrstvou ptidy na riast epifytni
mikroflory a vyzivnou hodnotu silazi.
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Cil prace

Pokus II.

» Potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy, zda se klostridie
vyskytuji V provoznich podminkach, a to v krmivech,
ve stérech z vemene, syrovém mléce, bachorove
tekutin€, ve vykalech a podestylce.

Pokus Ill.

« Potvrdit pritomnost bakterie Clostridium perfringens,
metodami molekularni biologie (PCR).
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Pokus I. — material
dJetel lucni (Trifolium pratense, var. Start)
dVojtéska seta (Medicago sativa, var. Palava)

- téZce silazovatelné picniny

dPovrchova vrstva ptidy — z pokusnych parcel,

max. do hloubky 1 cm
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Pokus |. — material a metodika
Sledovany faktor:

- ptfidavek povrchové vrstvy pady (0, 20 a 40
g / kg suSiny hmoty)

v navrzeno S ohledem na predpokladany obsah popelovin v
puvodni hmot¢ (okolo 8 %/kg susiny)

v’ na zamér, aby obsah popelovin v kontaminovanych silazich
piesahoval 10 % - Vv praxi povazovano za hrani¢ni hodnotu
obsahu popelovin

- pouziti biologickeho a chemickeho silazniho
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Pokus |. —-metodika

Modelové silaze:

4 8 kg zavadlé hmoty, 10 tydni

KO, K20, K40 (bez silazniho aditiva) = €

B0, B20, B40 (oSetieny biologickym sildznim
aditivem)

dCHO, CH20, CH40 (osetfeny chemickym silaznim
aditivem)

dvzdy s pfidavkem povrchové vrstvy pady v mnozstvi O,
20 a 40 g/kg susiny hmoty
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Pokus 1. -metodikal
1.) Mikrobiologicka analyza \

- PoCet  termorezistentnich  anaerobnich  (sporulujicich)
mikroorg. — PCA (Plate count agar) agar, 48 — 72 h., 30 °C,
pasterace 85 °C 10 min.

- Clostridium perfringens — TSN (Tryptone sulfite neomycin) agar,
24 h., 46 °C.

- Vyjadieno v KTJ/g silaze.

2.) Stanoveni obsahu Zivin

- Obsah suSiny, popelovin, dusikatych latek, tuku, vlakniny.

3.) Fermentacni proces - pH, kvasné kyseliny.

N
* X %
* *
= * * -
evropsky [N l
socialni
5% 4 fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Prezentace je spolufinancovana z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoétu Ceské republiky



Pokus |. —-metodika

- Vysledky statisticky zpracovany — Statistica 10,
ANOVA, Schefféiv test, P< 0,05.

- Statisticky prukazny rozdil (P< 0,05) vyjadifen pomoci
indext — kde se indexy neshoduji, statisticky priikkazny
rozdil.
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Pokus I. — vysledky

Jetel luéni — mikrobiologicka analyza

- Clostridium perfringens — v povrchové vrstvé puady 8 KTJ/g,
u varianty B40 (2,73 . 10%?) KTJ/g silaze.

- Termorezistentni anaerobni (sporulujici) MO — Cerstvé posecena
hmota 1,32 . 10! KTJ/g, povrchova vrstva pady 1,46 . 10! KTJ/g .

Vliv Varianta n Pramér (KTJ/g) Index

0 9 17 a
Povrch(zva 20 9 12 .

vrstva pudy
40 9 15 a
K 9 11 a

Silazni

aditivum CH J 15 S
B 9 17 a

N - L ]
* =
. * * — =
evropsky RSN
SOCIaIn' - OP Vzdélavani
v fondvCR EVROPSKA UNIE pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Prezentace je spolufinancovana z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoétu Ceské republiky



Pokus I. — vysledky

Jetel luCni — fermentacni proces

- Susina 200 — 211 g/kg — zamé&rn¢€ nizsi

- pH 4,8 — 5,4, u vsech variant s pridavkem silaznich aditiv potvrzena
statisticka prukaznost (P<0,05) .

- Kys. maselna: u varianty K 40 a B40.

pH Kys. mlééna v g/lkg | Kys. octova v g/lkg | Kys. propionova v g/kg
Vliv Faktor | n
pramér | index prameér index prumeér index prumeér index

0 12 | 5,115 a 124,2 b 57,55 a 0,159 b
Povichovd 1 50 | 12 | 5,070 b 115,4 ab 57,70 a 0,393 a

vrstva pudy
40 12 | 5,140 a 109,6 a 56,96 a 0,333 a
K 12 | 5,435 C 105,7 a 57,39 b 0,326 b

Silazni

il B 12 | 5,050 b 115,2 b 64,04 C 0,559 C
CH | 12| 4,840 a 128,4 C 50,78 a 0,000 a
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Pokus I. — vysledky

Jetel lucni — zivinové slozeni

- Uvedeno v g/kg v suSing.

Varianta Popel NL Tuk Vlaknina OH BNLV

KO 131,91 230,31 80,27 169,50 868,10 388,01
K20 155,35 220,96 73,22 161,76 844,60 388,70
K40 209,66 79,86 165,03 825,50 370,98
BO 133,80 224,92 74,50 165,29 866,20 401,50
B20 159,65 214,38 75,15 161,38 840,40 389,40
B40 209,08 77,01 156,20 807,10 364,80
CHO 142,88 227,98 72,73 166,62 857,10 389,80
CH20 166,02 217,84 63,27 169,33 834,00 383,50
CH40 211,66 60,97 162,02 809,70 375,10
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Pokus 1. — vysledky

Vojtéska seta — mikrobiologicka analyza

- Clostridium perfringens — v povrchové vrstvé pudy 2 KTJ/g silaze,
Vv silazich se nevyskytovalo.

- Silaz. aditiva — snizila pocet termorezistentnich anaerobnch
(sporulyjicich) MO.
Mikroorganismus Vv Varianta | Primér (KTJ/g) Indexy
Povrchovd 0 297 a
ovrenove
Termoresitentni vrstvy piid 20 454 a
anaerobni pucy 40 277 a
i
miSrIZ)(;rru aﬁ? Sy : Zflsj, :
PV aditiva a
CH 152 a
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Pokus |. — zaveér

V povrchové vrstvé pudy Cl. perfringens obsazeno u jetele
lu¢niho 1 vojtésky seté.

-V silazich jen u jetele lu¢niho u varianty s vyssim piidavkem
pudy (40g/kg sus. hm.) a po oSetfeni silazi biolog. silaznim
aditivem — nedostatecné okyseleni silazi.

- U ostatnich variant byly CI. perfringens béhem fermentace
potlateny jinymi MO, vliv | prostiedi — laboratof, radné
udusani, anaerobni prostredi, MO Vv ovzdusi, atd.

- U vojtésky seté se s pridavkem silaznich aditiv snizovalo
mnozstvi termorezistentnich anaerobnich MO. Byl potvrzen
konzervacni efekt aditiv.
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Pokus I. — jetel lucni - zavér
- Silazni aditiva méla vliv na snizeni pH — pozitivni vliv na
prvni fazi fermentace.
- S pridavkem povrchové vrstvy pudy se snizovala Kys. mlécna,

Spatny prabéh fermentace v dalSich fazich fermentace,
preména mleécného kvaseni na klostridialni.

- Jedna se ,klostridialni sildze, vyznacujici se nizkym obsahem
kyseliny mlécné a pH nad 4,8.

- Po pridavku silaznich aditiv se mnozstvi Kys. mlécné
zvySovalo. Poukazuje na skutec¢nost, Ze Vv modelovych silazich
doslo k silné acidifikaci, coz potvrzuje | hodnota pH.

- Aditiva pozitivn¢ ovlivnila pribéh fermentace.
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Pokus I. — jetel lucni - zavér

- Nebyl potvrzen pozitivni efekt biolog. aditiva oproti kontrolni
varianté¢. Poukazuje 1 vyssi tvorba Kkys. octové Vv silazich
osetfené biolog. aditivem oproti silazi oSetfené chemickym
aditivem.

- Kys. propionova nebyla pfitomna u silazi oSetfenych
chemickym silaznim aditivem.

- S pridavkem povrchové vrstvy pudy se zvySovalo mnoZstvi
popelovin a mnozstvi NL se snizovalo.
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Pokus Il. — material

Provozni podminky: odbér vorku z provozu A, B:
- TMR (smésna krmna davka)
- Bachorova tekutina
- Stéry z vemene

- Syrove ml¢ko

- Vykaly

- Podestylka
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Pokus Il. —-metodika
1.) Mikrobiologicka analyza

- PocCet termorezistentnich anaerobnich (sporulujicich)
mikroorganismu — PCA agar, 48 — 72 h, 30 °C, pasterace
85 °C 10 min.

- Clostridium perfringens — TSN agar, 24 hodin, 46 °C.
- Vyjadreno v KTJ/g silaze.

2.) Stanoveni obsahu zivin

- Obsah popelovin, dusikatych latek, tuku, vlakniny.
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Pokus Il. — vysledky

Mikrobiologicka analyza

- v KTJ/g silaze
Vsl Clostridium perfringens Ostatni ana.e’r(?bm.termorezi.stentnl
(sporulujici) mikroorganismy
n Podnik A | Podnik B Pramér n Podnik A | Podnik B Pramér
TMR 4 0 0 0 4 |518.10°| 6,17 . 10%| 3,11. 10
Stéry z 0 -1 -1
mléine Azy | 52 0 0 0 24 | 1,14.10°| 7,58. 10" 9,47 . 10
Syrové 5 ; 0
mléko 32 0 0 0 24 1 1,38.10°| 1,00.10° | 1,19. 10
Bachorova 0 1 0 5 . 5
tekutina | 32 | 6:82.107|4,55.107|364.10° | 24 | 1,87.10° | 6,99.10"| 3,50. 10
Vykaly | 32 | 1,48.10°| 1,06. 10" | 7,43.10%*| 24 | 6,27.10°| 1,15. 10°| 6,06 . 10*
Podestylka | 32 | 909.10"| 1,55.10°| 8,18.10°| 24 [ 8,55.10°| 1,21.10°| 6,50 . 10*

evropsky
socialni
| 4

fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

OP Vzdélavani

Prezentace je spolufinancovana z Evropského socialniho fondu a statniho rozpoétu Ceské republiky




Pokus Il. — vysledky

Provozni podminky — zivinové slozeni

- Uvedeno v g/kg v suSing.

podnik A podnik B
Ziviny TMR podestylka | TMR | podestylka
Popeloviny 7,11 8,75 5,49 10,72
N-latky 15,50 10,10 14,19 10,40
Tuk 3,73 1,14 3,51 0,82
Vlaknina 13,10 32,05 18,79 30,81
ADF 15,70 48,11 | 23,07 42,49
NDF 27,60 70,87 | 39,32 65,76
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Pokus Il. — zaveér

« ZvysSené mnozstvi Clostridium perfringens bylo ve
vykalech a podestylce — hlavni zdroj Infekce v
provoznich podminkach. Pri¢ina umrti telat po
narozeni.

e Termorezistentni anaerobni (sporuluyjici) MO se
vyskytovaly ve vSech odebranych vzorcich, nejvice Vv
TMR, bachorove tekutin€, vykalech a podestylce.
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Pokus Ill. — material a metodika

1.) Indentifikace klostridii

» Gramovo barveni
»zvetSeni 1000 x

v : - ‘. g
- — — »  klostndie
M~ e A
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Pokus Ill. — material a metodika

1.) Indentifikace klostridii
- Biochemicky test ANAEROtest 23 (Erba

Lachema, Ceska republika)
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Pokus Ill. — material a metodika

2.) PreciSténi a pomnozeni vzorku

» Vzorky silazi, bachorové tekutiny, vykali, podestylky.
» Pomnozeny V tekutém médiu TSB agar (Buillon Tryptone-
Soya Broth) S VIStvou parafinového oleje.
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Pokus I1l. — material a metodika
3.) PCR (polymerase chain reaction)
- Izolace DNA pomoci magnetickych kulicek.

- Stanoveni vytézZnosti - pristro) NanoPhotometerTM
Pearl.

- PCR:

* X % § s U 22
* * L
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Pokus Ill. — material a metodika

4.) Agarosova elektroforéza PCR produktu

- priprava agar6zového gelu
- Vvizualizace - transluminator
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Pokus I11. — vysledky

Navazaly se primery na DNA nasSich izolat - potvrzuje jejich prislusnost k druhu
Clostridium perfringens.
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Pokus IIl. — Zavér

« Pomoci PCR a  nasledné¢ agarosoveé
elektroforéze byla potvrzena pritomnost
bakterie Clostridium perfringens ve vykalech,
bachorove tekutin€ a podestylce v provoznich
podminkach a v pokusnych silazich jetele
lu¢niho.
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Podékovani

* Excelence doktorského studia na AF
MENDELU pro navazujici evropskou

védecko — vyzkumnou karieru
CZ.1.07/2.3.00/20.0005

» Podpofeno projekty: IGA AF €. IP 2/2012
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