RUMEN PRE-BIOSIS
Τα πλεονεκτήματα της χορήγησης του  

THEPAX ©  στα μηρυκαστικά
H ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑ ΤΗΣ ΜΕΓΑΛΗΣ ΚΟΙΛΙΑΣ ΤΩΝ ΜΗΡΥΚΑΣΤΙΚΩΝ

Για τα μηρυκαστικά η μεγάλη κοιλία  αποτελεί το βασικό σημείο αποδόμησης και ζύμωσης των στοιχείων που αποτελούν την τροφή. Αρκετές ομάδες μικροοργανισμών-βακτήρια, μύκητες και πρωτόζωα-είναι υπεύθυνα για την πέψη, παράγοντας πτητικά λιπαρά οξέα, προπιονικό και βουτυρικό οξύ, που αποτελούν την βασική πηγή ενέργειας για τα μηρυκαστικά, αέρια, μεθάνιο και διοξείδιο του άνθρακα, τα οποία  αποβάλλονται με τις ερυγές και αμμωνία, μέρος της οποίας χρησιμοποιείται ως πηγή αζώτου για την σύνθεση των μικροβιακών πρωτεϊνών.  Μέχρι σήμερα, περισσότερα από 200 είδη βακτηρίων της μεγάλης κοιλίας έχουν απομονωθεί και αποκωδικοποιηθεί. Τα περισσότερα ενώνονται με την στερεά φάση, όπου η σύνδεση του βακτηρίου  στο υπόστρωμα είναι ένα σημαντικό βήμα για την διαδικασία της υδρόλυσης.  Τα βακτήρια της μεγάλης κοιλίας διαφέρουν από τον αριθμό των πρωτοζώων και των μυκήτων της μεγάλης κοιλίας, αλλά η αλληλοσυσχέτιση μεταξύ των τριών τύπων των μικροοργανισμών έχει ως αποτέλεσμα την πέψη των διαφορετικών συστατικών της τροφής, μέσω διαφόρων τύπων αλληλεπίδρασης, όπως η συνέργια, ο συναγωνισμός, ο παρασιτισμός και ο ανταγωνισμός. Η αλληλεπίδραση μεταξύ των μικροοργανισμών είναι υπεύθυνη για την μεγάλη ικανότητα της μεγάλης κοιλίας να πέπτει τις φυτικές ίνες, λόγω όμως της ευαίσθητης ισορροπίας που παρουσιάζει, εμφανίζονται πεπτικές διαταραχές που επηρεάζουν την υγεία και μειώνουν την απόδοση.

Η ΑΛΥΣΙΔΑ ΤΗΣ ΟΞΕΩΣΗΣ

Για την υποστήριξη του υψηλού ρυθμού ανάπτυξης και των επιπέδων παραγωγής γάλακτος των βοοειδών και των γαλακτοπαραγωγικών αγελάδων αντίστοιχα, είναι συνήθης η τακτική της χορήγησης στα ζώα αυτά σιτηρεσίου με υψηλή ενέργεια και αυξημένη συγκέντρωση πρωτεϊνών, βασιζόμενου σε συστατικά πλούσια σε άμυλο όπως το κριθάρι. Δυστυχώς τα αυξημένα επίπεδα κριθαριού στο σιτηρέσιο σχετίζονται με την εμφάνιση οξέωσης λόγω της αυξημένης συγκέντρωσης των ταχέως ζυμούμενων υδατανθράκων. Ο Nocek (1997) περιέγραψε την αλληλουχία των γεγονότων που οδηγούν σε λανθάνουσα υποξεία και οξεία οξέωση.

Ο ταχύς ρυθμός ζύμωσης που προάγεται από την παρουσία υδατανθράκων υψηλής διαλυτότητας, όπως είναι το άμυλο, αυξάνει την ταχύτητα παραγωγής πτητικών λιπαρών οξέων (volatile fatty acids, VFA’s), μειώνοντας το pH και συμβάλλοντας στην ανάπτυξη ειδών βακτηρίων που αναπτύσσονται σε όξινο περιβάλλον. Τέτοια  είναι τα βακτήρια που παράγουν γαλακτικό οξύ όπως ο Streptococcus bovis, τα οποία μειώνουν περισσότερο το pH της μεγάλης κοιλίας. 

Η αύξηση της συγκέντρωσης του γαλακτικού οξέος βοηθά στην ανάπτυξη των βακτηρίων που χρησιμοποιούν το γαλακτικό οξύ, όπως το Megasphaera elsdenii. Από την στιγμή που το pH πέφτει κάτω από το 6, μειώνεται και ο ρυθμός ανάπτυξης αρκετών ειδών βακτηρίων και κατά συνέπεια ελαττώνεται και η ενζυματική βακτηριακή πέψη της τροφής και η ικανότητα μείωσης των τοξινών του M. elsdenii. Η συγκεκριμένη κατάσταση ονομάζεται υποξεία οξέωση. 

Εάν η κατάσταση αυτή δεν διορθωθεί, το pH μπορεί να μειωθεί ακόμη περισσότερο. Σε επίπεδα pH μικρότερα του 5.5, η δράση του S.bovis μειώνεται, όμως πλέον οι συνθήκες είναι ιδανικές για την ανάπτυξη του D-lactate- και των lactobacilli. Η παραγωγή του D-lactate μειώνει ακόμη περισσότερο το pH, οδηγώντας σε οξεία οξέωση.

ΤΟ THEPAX© ΔΙΑΤΗΡΕΙ ΤΗΝ ΙΣΟΡΡΟΠΙΑ ΤΗΣ ΜΕΓΑΛΗΣ ΚΟΙΛΙΑΣ.

Η ομάδα έρευνας της Doxal μελέτησε τα εξισορροπιστικά αποτελέσματα κατά την διάρκεια του εθισμού στην Ζύμη(Saccharomyces Cerevisiae strain Elypsoideus – THEPAX©) στην μεγάλη κοιλία των μηρυκαστικών  in vivo  χρησιμοποιώντας διασωληνωμένα πρόβατα.

Και οι δύο ομάδες (δύο πρόβατα ανά ομάδα) προσέλαβαν το ίδιο σιτηρέσιο : η αρχική δίαιτα περιείχε 90% σανό και 10% σόγια. Η συγκέντρωση του κριθαριού αυξανόταν εβδομαδιαία σε βάρος του σανού από το 20 στο 66%. Το ένα group έλαβε επιπλέον  10mg  Thepax ανά ml περιεχομένου της μεγάλης κοιλίας κάθε ημέρα πριν από το πρωινό γεύμα. 

Δείγματα περιεχομένου της μεγάλης κοιλίας ελήφθησαν για την μέτρηση του pH της μεγάλης κοιλίας, της συγκέντρωσης του γαλακτικού οξέος, της δραστηριότητας των μικροβίων που αποδομούν τον ινώδη ιστό και τις κυτταρίνες.(με  oligonucleotide probes που έχουν ως στόχο το 16SrRNA).

Το βραδινό σιτηρέσιο κριθαριού(66% κριθάρι)  είχε ως αποτέλεσμα την πτώση του μέσου pH της μεγάλης κοιλίας και στις δύο ομάδες, όμως η πτώση αυτή ήταν λιγότερο σημαντική για τα πρόβατα που λάμβαναν το THEPAX (εικόνα 1). Μέσα σε μία ημέρα βρέθηκε ότι η χορήγηση του σιτηρεσίου με το αυξημένο άμυλο, παράλληλα με το THEPAX μείωνε σημαντικά την πτώση του pH και εξομάλυνε την μεταβολή του pH σε σχέση με την ομάδα των μαρτύρων (εικόνα 2).

 Η προσθήκη του THEPAX στο σιτηρέσιο επιπλέον μείωσε την παραγωγή του γαλακτικού οξέος που είχε σχέση με την διατροφή πλούσια σε κριθάρι. Επιπλέον, η χορήγηση του THEPAX οδήγησε σε μείωση των διαφορών ανάμεσα στα ζώα. Αυτή η εξισορροπιστική δράση του THEPAX στο pH της μεγάλης κοιλίας, και κατά συνέπεια και στην μικροχλωρίδα αυτής, αποδόθηκε στο θετικό αποτέλεσμα που παρατηρήθηκε ως προς την δραστικότητα των μικροβιακών ενζύμων που διασπούν τις ίνες avicelase (cellulose 1,4-beta-cellobiosidase), xylanase, beta-glucosidase και beta-xylosidase. 

Η σχετική αναλογία του ριβοσωμικού RNA (που αποτελεί δείκτη της παραγωγής ενζύμων από τα μικρόβια της μεγάλης κοιλίας) για τα βακτήρια που διασπούν τις κυτταρίνες F.succinogenes, R.flavefaciens και R. albus αυξήθηκε με την παρουσία του THEPAX, δείχνοντας αυξημένη αποδόμηση των φυτικών ινών.

Οι σύγχρονες in vivo μελέτες για την υποξεία οξέωση είναι εναντίον της χρήσης διασωληνωμένων προβάτων, αλλά χρησιμοποιούν μία πιο τεχνολογική προσέγγιση του θέματος, ένα pH probe στο συρίγγιο της μεγάλης κοιλίας που βοηθά στην συνεχή μέτρηση του pH της μεγάλης κοιλίας, ενώ παράλληλα ένα άλλο probe που είναι συνδεδεμένο με έναν σωληνίσκο που καταλήγει σε ένα σύστημα καταγραφής δεδομένων, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την συνεχή μέτρηση  των παραμέτρων του αίματος.  Μέχρι τώρα, μία μελέτη που χρησιμοποίησε σιτηρέσιο πλούσιο σε σιτηρά, με περιεκτικότητα αμύλου της τάξης του 40% για να προάγει την υποξεία οξέωση, συνιστά ότι η χρήση του THEPAX μειώνει σημαντικά τον χρόνο κατά τον οποίον το pH της μεγάλης κοιλίας πέφτει κάτω από το 5.5 και επιπλέον μειώνει τον συνολικό χρόνο που η τιμή του pH είναι χαμηλότερη από το 6, οπότε αυξάνει σημαντικά το  pH της μεγάλης κοιλίας. 

Το THEPAX δεν επηρεάζει καθόλου την συνολική συγκέντρωση των VFA, αλλά ούτε και μεταβάλει το ποσοστό των VFA’s που παράγονται, όμως αυξάνει τον αριθμό των πρωτοζώων της υποδιαίρεσης ciliophora (μόνο τα entodiniomorphs που διασπούν τις φυτικές ίνες με τις κυτταρινάσες και τις ημικυτταρινάσες και όχι τα holotrichs που χρησιμοποιούν κυρίως ως υπόστρωμα τα διαλυτά σάκχαρα). 

Τα στοιχεία που συλλέχθηκαν μέχρι τώρα επίσης υποστηρίζουν τα προηγούμενα στοιχεία, σχετικά με την αύξηση του μέσου pH της μεγάλης κοιλίας, με την χορήγηση του THEPAX. Μία αύξηση στην πρόσληψη τροφής έχει επίσης αναφερθεί υποστηρίζοντας προηγούμενες μελέτες με βοοειδή.
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ΠΙΟ ΑΝΑΛΥΤΙΚΟΙ ΜΗΧΑΝΙΣΜΟΙ ΔΡΑΣΗΣ

Υπάρχουν αρκετοί πιθανοί τρόποι επίδρασης του THEPAX στη μικροβιακή χλωρίδα της μεγάλης κοιλίας. Επειδή το κύτταρο του THEPAX είναι πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά και συγκεκριμένα σε αμινοξέα, βιταμίνες και νουκλεϊκά οξέα, που είναι απαραίτητα για τα βακτήρια που ζυμώνουν την λακτόζη, η παρουσία επιπλέον θρεπτικών συστατικών για τα βακτήρια αυτά βοηθά στην αύξηση του πολλαπλασιασμού τους. 

ΜΙΚΡΟΒΙΑΚΗ ΑΠΟΔΟΜΗΣΗ ΤΩΝ ΦΥΤΙΚΩΝ ΙΝΩΝ.

Κατά την διάρκεια των περασμένων δέκα ετών πραγματοποιήθηκαν κάποιες μελέτες  που έδειχναν τα αποτελέσματα του THEPAX στην διάσπαση των φυτικών ινών στις συνθήκες που επικρατούν στην μεγάλη κοιλία των μηρυκαστικών. 

Οι αρχικές μελέτες χρησιμοποίησαν την τεχνική in vitro model διέγερσης της μεγάλης κοιλίας “rusitec” και έδειξαν ότι η προσθήκη του THEPAX βελτιώνει την αποδόμηση και την πεπτικότητα των neutral detergent fibre (NDF) και την αποδόμηση της κυτταρίνης, των acid detergent fibre (ADF) και της ημικυτταρίνης. 

Επόμενες μελέτες που χρησιμοποίησαν διασωληνωμένα πρόβατα και γαλακτοπαραγωγικές αγελάδες έδειξαν ότι το THEPAX έτεινε να αυξήσει τον ρυθμό αποδόμησης των NDF (αγελάδες) και  διατήρησε την ινωδωλυτική ικανότητα και τα υψηλά επίπεδα του κριθαριού του σιτηρεσίου(πρόβατα). Στα κρεοπαραγωγικά βοοειδή παρατηρήθηκε μία αύξηση της τάξης του 12% στην αποδόμηση των ινών σε μία μελέτη όπου χρησιμοποιήθηκαν κρεοπαραγωγικά μοσχάρια. 

Πιο πρόσφατα η ικανότητα των βακτηρίων που διασπούν τις κυτταρίνες  in vivo  και των μυκήτων που διασπούν τις κυτταρίνες in vitro μελετήθηκε με σκοπό την διερεύνηση των πιθανών πλεονεκτημάτων από την χορήγηση του Thepax.

Gnotoxenic αμνοί, που ενοφθαλμίστηκαν με μόνο τρία είδη κυτταρινολυτικών βακτηρίων, χρησιμοποιήθηκαν ως μοντέλα της έρευνας. Στα συγκεκριμένα ζώα που προσλάμβαναν επίσης THEPAX, τα βακτήρια εγκαταστάθηκαν ταχύτερα και οι πληθυσμοί τους διατηρήθηκαν σε υψηλά επίπεδα, ακόμη και κατά την διάρκεια του  stress που προκάλεσε η διασωλήνωση της μεγάλης κοιλίας, όταν τα επίπεδα οξυγόνου αυξήθηκαν. 

Επιπλέον η κυτταρινολυτική ικανότητα (cellulases και hemicellulases) ήταν υψηλότερη σε εκείνους τους αμνούς που προσλάμβαναν  THEPAX και η  αποδόμηση των χονδροειδών τροφών στην μεγάλη κοιλία αυξήθηκε περίπου κατά 10% (P<0.10).

Πιστεύεται ότι οι μύκητες της μεγάλης κοιλίας διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην φυσική αποδόμηση των ινών μέσω της ανάπτυξης των υφών που μπορούν να εισέλθουν και να καταστρέψουν την επιφάνεια της φυτικής ίνας, να αναπτυχθούν και κατά συνέπεια να την τεμαχίσουν σε μικρότερα τμήματα, αυξάνοντας την επιφάνεια δράσης των κυτταρινολυτικών βακτηρίων. Επίσης όμως αυτοί οι αναερόβιοι μύκητες έχουν και κυτταρολυτική ικανότητα.

Για να υπολογιστούν τα αποτελέσματα in vitro του Thepax στην δραστικότητα των μυκήτων της μεγάλης κοιλίας, ο Neocalliumastix frontalis αναπτύχθηκε κάτω από αναερόβιες συνθήκες με την παρουσία και την απουσία του Thepax και μίας πηγής θρεπτικών συστατικών. Με την παρουσία του  THEPAX, η αποδόμηση της ξηράς ουσίας αυξήθηκε περισσότερο από 50% και η παραγωγή φορμικού οξέος ήταν περισσότερο από διπλάσια , ενώ η παραγωγή H2 αυξήθηκε ελάχιστα. Το THEPAX παρέχει πολύτιμα θρεπτικά συστατικά για τον μεταβολισμό των μυκήτων, όπως η θειαμίνη (που είναι σε μεγάλη ποσότητα στα κύτταρα του THEPAX), η οποία είναι σημαντική για την αναπαραγωγή των μυκήτων.

ΔΗΜΙΟΥΡΓΩΝΤΑΣ ΓΕΡΕΣ ΒΑΣΕΙΣ
Τα μηρυκαστικά γεννιούνται χωρίς μικροβιακή χλωρίδα στην μεγάλη κοιλία, που αρχίζει όμως να εγκαθίσταται μέσα σε λίγες ώρες από την γέννηση, όταν τα αναερόβια βακτήρια αρχίζουν να πολλαπλασιάζονται. Ανάμεσα στις δύο και τις τέσσερις επόμενες ημέρες εμφανίζονται βακτήρια που διασπούν την κυτταρίνη και πρώιμες μορφές βακτηρίων που παράγουν μεθάνιο.

Αναερόβιοι μύκητες αρχίζουν να εποικίζουν την μεγάλη κοιλία κατά την δεύτερη εβδομάδα και κατά την τρίτη εβδομάδα εμφανίζονται πρωτόζωα της υποδιαίρεσης ciliophora (Εικόνα 3). Από την στιγμή που σταθεροποιείται η μικροχλωρίδα της μεγάλης κοιλίας, το νεαρό μηρυκαστικό είναι έτοιμο να προσλάβει στερεά τροφή. Ο ενοφθαλμισμός των μικροβίων προέρχεται κυρίως από τον σίελο της μητέρας, οπότε η πρώιμη απομάκρυνση του νεογνού, πρακτική που εφαρμόζεται συνήθως στις μονάδες γαλακτοπαραγωγής, και ο πρώιμος απογαλακτισμός, δεν βοηθούν στην ταχεία εγκατάσταση μίας υγιούς μικροχλωρίδας της μεγάλης κοιλίας.

Συνεπώς, η διαταραχή της μικροβιακής ισορροπίας οδηγεί σε όχι ιδανική ανάπτυξη της μεγάλης κοιλίας (ως προς τον όγκο και την δομή του επιθηλίου) και  σε πεπτικές διαταραχές με αποτέλεσμα την μειωμένη ανάπτυξη, που μπορεί να συνεχιστεί και στο μέλλον.

Κατά την μελέτη των αποτελεσμάτων του THEPAX στην εγκατάσταση των μικροβιακών αποικιών της μεγάλης κοιλίας σε νεογέννητους αμνούς, οι οποίοι ανατράφηκαν κάτω από συνηθισμένες συνθήκες (θηλασμός ακολουθούμενος από διατροφή με χονδροειδείς και συμπυκνωμένες τροφές που προσφέρονταν ad libitum επί 21 ημέρες και στην συνέχεια απογαλακτίζονταν στις έξι εβδομάδες), παρατηρήθηκε ότι η εγκατάσταση αρκετών αποικιών μικροβίων επιταχύνθηκε στους αμνούς που προσλάμβαναν THEPAX. Η ανάλυση των παραμέτρων της μεγάλης κοιλίας (VFA, NH3, pH και οξειδοαναγωγική ικανότητα) και το βάρος, επίσης έδειξαν τα θετικά αποτελέσματα στις διεργασίες της μεγάλης κοιλίας: παράχθηκε λιγότερη αμμωνία αποδεικνύοντας την αυξημένη πρόσληψη αμμωνίας από την μικροχλωρίδα(και συνεπώς και την αυξημένη παραγωγή πρωτεϊνών). Η οξειδοαναγωγική ικανότητα ήταν μειωμένη υποδεικνύοντας αυξημένη κατάσταση αναεροβίωσης και οι συγκεντρώσεις των VFA ήταν υψηλότερες  με την χορήγηση του THEPAX.

 Επιπλέον η μέση ημερήσια αύξηση βάρους αυξήθηκε κατά 4,5% στους αμνούς που προσλάμβαναν THEPAX. Η αύξηση αυτή αποδόθηκε στον ταχύτερο μικροβιακό αποικισμό της μεγάλης κοιλίας, δίνοντας την δυνατότητα στους αμνούς να μπορούν να πέπτουν την στερεά τροφή νωρίτερα και με λιγότερα πεπτικά προβλήματα.
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Εικόνα 1


Η πτώση του pH λόγω της χορήγησης του συμπυκνωμένου σιτηρεσίου μειώνεται με το THEPAX©





Εικόνα 2 


Το THEPAX© σταθεροποιεί τις μεταβολές του ρΗ της μεγ. κοιλίας





Εικόνα 4 – Το Thepax είχε την δυνατότητα περιορισμού της παραγωγής του γαλακτικού οξέος και διέγερσης της κατανάλωσης αυτού in vitro. 








Εικόνα 3 – Εγκατάσταση αποικιών μικροβίων στην μεγάλη κοιλία των αμνών. Πηγή: Fonty et al. (1987)
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