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1. Projekta apraksts un dalibnieki

Projekts “Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade biologiskam saimniecibam” tika Tstenots
Eiropas Lauksaimniecibas fonda lauku attistibai Latvijas Lauku attistibas programmas 2014. —
2020. gadam pasakuma “Sadarbiba” 16.2. apaksSpasakuma “Atbalsts jaunu produktu, metozu,
procesu un tehnologiju izstradei” ietvaros.

Projekta istenoSana piedalijas SIA BF-ESSE (Dienesta klienta nr. 04606905, reg. nr.
40003033268) un sadarbibas partneri:

<« Rigas Stradina universitate (reg. nr. 90000013771);

<« Partikas droS§ibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais instittits “BIOR”
(reg. nr. 90009235333);

< Veides Agra zemnieku saimnieciba “Liepas” (reg. nr. 43601012337);

<« Irlavas pagasta zemnieku saimnieciba “Karotites” (reg. nr. 40001017466);

< SIA “Zalais kurss” (reg. nr. 40103240431).

Projekta koordinatora kontaktinformacija:
SIA BF-ESSE: Juris Rubens, t. 2 9212315, juris_rubens@inbox.lv.

Sadarbibas partneru kontaktinformacija:

= Rigas Stradina universitate: llze Barene, t. 29551817, llze.Barene@rsu.lv;

= Partikas dro$ibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institiits “BIOR”:
Iveta Pugajeva, t. 29675491, lveta.Pugajeva@bior.lv;

= Agra zemnieku saimnieciba “Liepas”: Agris Veide, t. 26514405, agris.veide@inbox.lv;

= Irlavas pagasta zemnieku saimnieciba “Karotites”: Ricards Kalnciems, t. 22119599,
ricards@karotites.lv,

= SIA “Zalais kurss”: Ingrida Gailite, t. 29225211, zalaiskurss@inbox.lv;

» 7S “Skujas”: Guntars Eglitis, t. 29918731, zsskujas@gmail.com.

Projekts tika uzsakts 2019. gada maija.

Projekta istenoSanas periods - divi gadi, ar nobeigumu 2021.gada 30.aprili. Projekta faktiski
izmantotas attiecinamas izmaksas ir 82180,76 EUR, t.sk., publiskais finansgéjums 73962,66
EUR.

Nemot véra dazadus argjos faktorus, kurus projekta pieteikuma izstrades laika nebija iesp&ams
paredzet, saskana ar Projekta dalibnieku ligumu vadoSais partneris divas reizes ludza projekta
beigu termina pagarindgjumu, nemainot budzeta pozicijas. Tadgjadi projekts noslédzas 2021.
gada 30. augusta.

Projekta realizacijas gaita izradijas, ka ZS “Karotites” (putnkopiba/broileru audzeSana)
organizatoriski nevar atdalit no kop&jas dzivnieku grupas (9000 putnu, minimala grupa 1800
putnu) atsevisku grupu (150-200 putnu un 80 calus), kurai varétu izbarot dazadu koncentraciju
skuju biezo ekstraktu saturosu eksperimentalo baribu. Saskanojot visas aktivitates ar Lauku
atbalsta dienestu tika atlasita optimala kandidatira - ZS “Skujas”, kura noteikta kartiba
aizvietoja ZS “Karotites” (LAD apstiprinajums no 12.10.2020 Nr.18-00-A01620-000042).
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2. Pieteikuma nospraustais projekta meérkis un ta pamatojums

Biologiska dzivnieku partika parasti atbilst biologiskas lauksaimniecibas principiem - bez
kimikalijam, antibiotikam, konservantiem (E-vielam), GMO, augSanas stimulatoriem utt.

Dzivnieku partikas konversija un metaboliskie procesi parasti ir ciesi saistiti ar baribas vertibu
un kimisko sastavu, tade] jebkuru organismu janodrosSina ar visam nepiecieSamajam baribas
vielam optimala daudzuma un proporcijas. Turklat, pilnvertigai dzivnieku baribai loti biitisks
ir uzglabasanas terminS. Tadel bioefektivas dzivnieku partikas izstrade bez liela “kimijas”
daudzuma ir aktuals un praktisks jautagjums visam biologiskajam saimniecibam, ieskaitot
liellopu, aitu un putnkopjus.

Priezu un eglu skuju kimiskaja sastava ir daudz biologiski aktivu vielu, tam piemit baktericidas
un pretvirusu Ipasibas, imiinmodel&josas, antioksidativas funkcijas, tie satur vairakus vitaminus
un provitaminus (C, B1, B2, K, P u.c.), &teriskas ellas, svekus, mineralsalus, cieti utt. Paredz&ts
izstradat jaunus bioefektivus dzivnieku partikas produktus (paraugus), izmantojot baribas
pamatsubstances (klijas, oglhidrati, mikroelementi u.c.), pievienojot skuju biezo ekstraktu un
citas naturalas vielas vai to ekstraktus. Sistematiski kontrol&jot sastavdalas, izpétit uzglabasanas
iespgjas.

Projekta 1istenoSanas laika tiks atlasiti labakie paraugi, noforméta razoSanas tehniska
dokumentacija. Zinatniekiem biis pieejamas zemnieku atskaites par eksperimentalas partikas
lietoSanu, kas var tikt izmantoti ari citiem pé€tniecibas mérkiem. Inovativs, bioefektivs
dzivnieku partikas produkts var uzlabot ekonomiskos raditajus biologiskas lauksaimniecibas
nozaré un attistit biologisko saimniecibu ne tikai Latvijas robeZas, bet ari Eiropas Savienibas
méroga. P&c inovativa biologiska dzivnieku partikas produkta izstrades jebkura biologiska
saimnieciba var€s izgatavot un lietot So produktu.

=

Projekta planotas darbibas dos ieguldijumu sekojoSos virzienos - 3A mérka virziens “partikas
precu aprites organizéSana, tostarp lauksamniecibas produktu parstrades un tirdzniecibas
veicinasana, dzivnieku labturibas un riska parvaldibas veicinasana lauksaimnieciba”.

Projekta darbibas veicinas §adu prioritasu istenoSanu:

v' pilna cikla raZo$anas nodro$inasanu no primaro lauksaimniecibas produktu razotaja lidz
gatavas produkcijas parstradatajam, sadarbiba radot kompleksu ilgtsp€jigu risinajumu,
kas skar gan primaro razotaju, gan parstradataju;

v" lauksaimniecibas produkcijas pievienotas vertibas radiSanu viet&jai izejvielai.



3. Skuju koku biomasas izmantosanas aktualitate

Augu valsts ir vertigs avots izejvielam, kuras izmanto cilvéku un dzivnieku dazadu slimibu
arstéSana un veselibas stiprinasana. Starp augu valsts vielam ir vielas ar izteiktu farmakologisku
iedarbibu un savienojumi, piem., vitamini, mineralvielas, nepiesatinatas taukskabes,
antioksidanti u.c. biologiski aktivas vielas ar pozitivu ietekmi uz organisma trofiskajiem un
reparativajiem procesiem.

Vertigi augu valsts parstavji ir skuju koki. Skuju koki ir vieni no vecakajiem augiem uz
zemeslodes. Garaja attistibas perioda skuju koki ir piemé&rojusies apkartgjas vides apstakliem.
Skuju koki ir sp&jusi parvarét krasas klimata izmainas, radiaciju, dazadas slimibas un ir
izstradajusi unikalu biologiski aktivo vielu kompleksu, kuru plasi izmanto zinatniskaja un
tautas medicina.

Skuju koku zalenis ir vertigs materials. Ta sastava ir hlorofili, karotinoidi: B-karotins, luteins,
neoksantins , violaksantins u.c. [1, 2], flavonoidi: kvercetina, mircetina un kempferola
atvasinajumi (ampelopsins, taksifolins, izokvercetins, astragalins, izoramnetins, trifolins,
hiperins, izomircitrins u.c.), miecvielas: katehins, gallokatehins u.c. [3].

Priezu skujas ir bagatas ar vitamtniem: askorbinskabi, K vitaminu, E un B grupas vitaminiem;
mineralvielam un mikroelementiem (kaliju, kalciju, magniju, fosforu, manganu, cinku, dzelzi,
boru, aluminiju, nikeli, seleénu, hromu, jodu) (3); aminoskab&m [4].

Skujas satur alilgliceridus, fosfo- un glikolipidus, sterinus un to &sterus ar taukskabém
(oletnskabi, linolénskabi, linolskabi, palmitinskabi) [5], p-sitosterinu-3-0-p-0-glikopiranozidu;
fenolsavienojumus: kanglskabi, p-kumarskabi, p-hidroksifeniletanolu, gvajaciletanolu,
havikolu, eigenolu, izoeigenolu, koniferilaldehidu, pinosilvina monometil€steri,
dimetoksirezveratrolu, fertilskabi, dihidrokoniferilspirtu, pinorezinolu [6]; izoabienolu,
poliprenolus, epimanoiloksida-19-skabi [7]; vaskus u.c. vielas [8, 9].

Biologiski aktivo vielu sastavs priezu zalenl mainas atkariba no koku vecuma, gadalaika,
augSanas vietas, apkartgjas vides klimatisko un ekologisko faktoru ietekmes [2, 3, 4, 7, 8, 10,
11]. Skuju bieza ekstrakta - Hlorofila-karotina pastas (skujkoku zalo skuju kompleksa, conifer
green needle complex ) biologiski aktivo vielu saturu skat. 3.1. tabula [12].

Tabula 3.1. Hlorofila-karotina pastas sastavs

Komponents Saturs

Natrija hlorofilins un citi hlorofila atvasinajumi 400 — 1600 mg / 100 ml
B -karotins un citi karotinoidi 20 —-120 mg /100 ml
E vitamins 30 —-50 mg /100 ml
K grupas vitamini 1,2 -2 mg/ 100 ml
Fitostermi (g.k. B-sitosterins) 1,5-29%
Poliprenoli 0,46 -1,2%
Skvaléns 0,14 -0,16 %
Mineralvielas 5-7%

Taukskabju, svekskabju, divbazisku, okso- un oksiskabju natrija sali 44 — 60 %

Vaski 5-8%

Eteriska ella 1-12%

Udens lidz 100 %



Cilveki jau sen piilas no skujam iegiit aktivas vielas un to maisijumus, kombinacijas, kuras
varétu izmantot sava un dzivnieku laba veselibas uzturé$anai un uzlabosanai.

Ideja par skuju koku biomasas izmantoSanu lopbariba nav jauna. To saka attistit jau 20.
gadsimta piecdesmitajos gados.

Pirmos Latvija plasi saka razot un ka lopbaribu izmantot skuju vitaminu miltus, bet tie nebija
pieméroti visiem dzivniekiem. Putnu un ciku gremosSanas trakts nesp€ja tikt gala ar miltos
esoSo lignocelulozes kompleksu. LietoSanai tika piedavata sasmalcinata skuju masa. Tas
praktisko lietosanu ierobezoja Tsais deriguma laiks un augsta miecvielu, rugtvielu un sveku
koncentracija.

Zinatniskie pétjjumi ir paplasinajusi skuju koku zalas masas pielietoSanu. Zinatnieki ir
izstradajusi skuju koku zalas masas, kas ir kokmaterialu razoSanas atkritumi, parstrades
tehnologijas, ka rezultata var iegit izvilkumus, ekstraktus, saturoSus vértigas dabas vielu
kombinacijas izmantosanai medicina, kosmétika, lauksaimnieciba, , rlipnieciba u.c. nozarés.
Skuju koku zalena ekstraktam un ta sastavdalam ir atklatas imunmodulatora, hepatoprotektora,
antioksidanta, antibakterialas 1paSibas, pretvirusu aktivitate.

Skuju ekstrakta gatavosanai un ta sastavdalu iegtiSanai izmanto vietéjo biomasu (skuju koku
zaleni), kas ka izejmaterials ir pieejamas augu gadu.

No priedes skujam gatavoja vitaminu pastu, kuru lietoja ka lopbaribas piedevu.

Mezzinatnes institiits “Silava” kopa ar toreiz€jo biotehnologijas un veterinarmedicinas
zinatnisko instititu “Sigra” ar Eiropas regionalas attistibas fonda (ERAF) finansialu atbalstu
izstradaja no skuju koku biomasas un lopbaribas kalkakmens produktu “Dolofit” lietoSanai
putnkopiba. Produkta lietoSanas laika veiktais p&tijums paradija, ka majputnu olas un gala, kuru
baribai pievienota piedeva “Dolofit”, biitiski samazinas holesterina daudzums, pieaug labo
taukskabju omega 3 un omega 6 saturs. Par pieciem procentiem pieaug galas apjoms, d€jiba
palielinas par 2,5 11dz 3 procentiem. Samazinas ar baribas patérins — lai iegiitu 1 kg dzivmasas,
vajag par 6 lidz 7 procentiem mazak baribas.

Projekta precizetais mérkis un darba uzdevumi
Projekta mérkis: izstradat bioefektivu dzivnieku papildbaribu biologiskam saimniecibam.

Uzdevumi:
1. Izstradat sastavu skuju biezo ekstraktu saturoSiem Skidrumiem

2. Izstradat premiksu sastavus, saturosus dazadu bio papildbaribu un skuju biezo ekstraktu
un precizét to pagatavosanas tehnologiju

3. Izstradat analizu metodes karotina un hlorofila noteikSanai skuju biezo ekstraktu
saturoSajos Skidrumos un premiksos p&c to pagatavosanas un 3 ménesu glabasanas
dazados uzglabasanas apstaklos.

4. Parbaudit eksperimentalas baribas, saturoSas skuju biezo ekstraktu piemérotibu calu, jéru
un jaunlopu baroSana.



Bioefektivas dzivnieku partikas izstradde biologiskam saimniecibam

4. Darba izmantotie materiali un metodes

4.1. Materiali

Skuju biezais ekstrakts.

Ekstrakts sanemts no AS BIOLAT, reg. Nr. 40003128200, juridiska adrese: Rigas iela 111,

Salaspils, LV-2169.

Dati par skuju biezo ekstraktu doti 4.1.tabula.

Tabula 4.1. RaZotaja noraditie kvalitates raditaji skuju biezajam ekstraktam

CERTIFICATE OF ANALYSIS
Product Name: Pine needle extract Batch No: 11
Batch Quantity: 95kg Analysis Date: 29.05.2019
Manufacture Date: 27.05.2019 Expiry Date: 26.05.2021

Deﬁ' ion Gremi-black ﬁle with iinc needle smlell Visual/ianileﬁ'c

Iron 0.51mg / 100g Complies Atomic Absorption
Zinc 0.19mg / 100g Complies Atomic Absorption
Calcium 0.85mg / 100g_ Complics Atomic Absorption
Peroxide value 0.08% Complies Atomic Absorption
Heavy Metals <10ppm <10ppm Atomic Absorption
Cadmium(Cd) <1ppm <lppm Atomic Absorption
Lead(Ph) <3ppm <3ppm Atomic Absorption
Mercury(Hg) <0).1ppm <0.1ppm Atomic Absorption

Rosid Solvent

INE

Total Plate Count

<0.05%

/

<1000cfu/ml Complies AOQAC/ Petrifilm
S. aureus Negative in 1g Complies AOAC/BAM
Salmonella Negative in 10 g Complies AOAC/Neogen Elisa
Yeast & Mold 100¢cfu/g Max Complies AOAC/Petrifilm
E.Coli Negative in | Complies AOAC/Petrifilm
Packing Packed in metal drumm. N. W.: 18 kgs.
Storage Dry, Dark place, Temperature 10-25°C
Shelf Life 2 vears when propetly stored.
Statements Non-GMO

Conclusion: The product complies with enterprise standard.

lapa 7 no 57



Ta ka skuju bieza ekstrakta (hlorofila karotina pastas) biologisko aktivitati nosaka hlorofila
atvasinajumu, karotinoidu, taukos skistoso E un K vitaminu, fitosterinu, poliprenolu, skvaléna,
nepiesatinato taukskabju u.c. biologiski aktivo vielu komplekss, Partikas drosibas, dzivnieku
veselibas un vides zinatniskais institita “BIOR” skuju bieza ekstrakta raksturoSanai noteica
hlorofilu un karotinu daudzumus. Analizu rezultati doti 4.2.tabula.

Tabula 4.2. Hlorofilu, beta-karotina saturs, karotinu izoméru summa
un kopéjais mikroorganismu skaits skuju biezaja ekstrakta

Skuju bieza ekstrakta kvalitates raditaji Rezultati
Hlorofila saturs 366 mg/100 g
Beta-Karotina saturs 1072 mg/kg
Karotinu izom&ru summa 3012 mg/kg
Kopgjais mikroorganismu skaits <10KVV/lg
Paligvielas
= Skidinataji

o Attirits iidens

e 20% etilspirta Skidums

e 70% etilspirta Skidums

e 50% propilénglikola Skidums

e 70% propilénglikola Skidums

e 50% propilénglikola Skidums, satuross 20% etilspirta

= Bio-papildbariba
V' Bio papildbariba 0 — 2 m.v.teliem 62 — 78.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Bio papildbariba satur kvieSus bio, miezus bio, sojas pupas bio, pupas bio, auzas bio, sojas
rauSus bio, kalcija karbonatu, saccharomyces cerevisiae, defluorinétu monokalcija fosfatu,
natrija hloridu, magnija oksidu, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, mikroelementus —
cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu un selénu.

v' DOFEED-Papildbariba 2,5% putniem 01 — 379.

Paredzéta biologiskajam saimniecibam.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Bio papildbariba satur defluorin€tu monokalcija fosfatu, kalcija karbonatu, natrija hloridu,
vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, B grupas vitaminus, K3 vitaminu, mikroelementus —
cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu, selénu, dzelzi, gremosanas veicinatajus — endo-1,3,4-B-
glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

v’ Pilnvértiga bariba déjejvistam biosaimniecibam 01 — 380.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnvertiga bariba satur bio kvieSus, bio sojas pupas, bio auzas, kalcija karbonatu, bio miezus,
bio pupas, bio sojas rauSus, saccharomyces cerevisiae, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E,
B grupas vitaminus, K3 vitaminu, mikroelementus — cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu,
selénu, dzelzi, gremosanu veicinatajus — endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-
phytase.



V' Pilnvertiga bariba 0 — 8 ned. vec. caliem biosaimniecibam 02-77.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnveértiga bariba satur bio kviesus, bio sojas rausus, bio auzas, saccharomyces cerevisiae,
kalcija karbonatu, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, B grupas vitaminus, K3 vitaminu,
mikroelementus: dzelzi, cinku, manganu, varu, kobaltu, selénu, gremosanu veicinatajus -
endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

v’ Pilnvértiga bariba jaunputniem biosaimniectham 03-168.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnvertiga bariba satur bio kvieSus, bio auzas, sojas bio pupas, bio sojas rausus,
saccharomyces cerevisiae, kalcija karbonatu, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, B grupas
vitaminus, K3 vitaminu, mikroelementus: cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu, selénu, dzelzi,
gremosSanu veicinatajus - endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

v’ Pilnvertiga bariba 0 — 28 d.v.broileriem biosaimniecibam 05-13.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnvertiga bariba satur bio kviesus, bio sojas rausus, bio auzas, saccharomyces cerevisiae,
kalcija karbonatu, vitamtnu A, vitamtnu D3, vitaminu E, B grupas vitaminus, K3 vitaminu,
mikroelementus: cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu, selénu, dzelzi, gremoSanu veicinatajus
- endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

v’ Pilnvertiga bariba 28 — 63 d.v. broileriem Grower biosaimniectbam 06-14.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnvértiga bariba satur bio kvieSus, bio sojas rausus, bio miezus, bio sojas pupas, auzas bio,
saccharomyces cerevisiae, kalcija karbonatu, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, B grupas
vitaminus, K3 vitaminu, mikroelementus: cinku, manganu, varu, dzelzi, jodu, kobaltu, selénu,
gremosanu veicinatajus - endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

V' Pilnvertiga bariba broileriem Finisher biosaimniecibam 07-10.

Razotajs A/S Dobeles dzirnavnieks

Pilnvertiga bariba satur bio kvieSus, bio sojas rauSus, bio sojas pupas, bio auzas,
saccharomyces cerevisiae, kalcija karbonatu, vitaminu A, vitaminu D3, vitaminu E, B grupas
vitaminus, K3 vitaminu, mikroelementus: cinku, manganu, varu, jodu, kobaltu, selénu, dzelzi,
gremos$anu veicinatajus - endo-1,3,4-B-glikonazi, endo-B-ksilinazi un 6-phytase.

A/S Dobeles dzirnavnieks razoto biopapildbaribu drikst izmantot biologiskaja razosana saskana
ar Padomes Regulu (EK) Nr.834/2007 un Komisijas Regulu (EK) Nr. 889/2008.



4.2. Metodes

Papildbaribas dalinu izmera noteikSana

Sietu analizi veic izmantojot 5 sietu komplektu. Izmantoto sietu acu izméri ir 3 mm, 2 mm, 1,0
mm, 0,5 mm, 0,25 mm un apaks$gjais trauks - uztvérgjs. Sietu komplekts ar 100 gramiem
papildbaribas parauga 5 min tiek paklauts sitienveida kratiSanai. P&c kratisanas uz katra sieta
esosais produkta atlikums tiek nosveérts un aprékinats dalinu izm&ru procentualais sadalijums.

Skuju biezo ekstraktu saturoSu Skidrumu gatavosana

Aprekinato skuju bieza ekstrakta daudzumu samaisa ar Skidinataju. Lietojot katru no
minétajiem Skidinatajiem, pagatavoti tris koncentraciju Skidrumi.

Granulveida premiksa gatavoSana

Skuju biezo ekstraktu maisa ar papildbaribu [idz viendabigai masai. legiito mitro masu
1zr1ve caur sietu ar perforétu vai pitu virsmu. Atveru lielums 3-5 mm. legiitas granulas izbertas
plana slant zave zavéjama skapt 30-40° C.

Skuju biezo ekstraktu saturos$a premiksa gatavosana

Skuju bieza ekstrakta noteiktam daudzumam pa dalam pievieno aprékinatas
papildbaribas daudzumu. Masu p&c katras papilbaribas dalas pievienoSanas maisa Iidz
viendabigam maisijumam.

Hlorofila analize ar UV- redzamo (UV- vis) spektrofotometrisko metodi

Hlorofila koncentracijas noteikSanai izmanto UV-vis spektrofotometrisko metodi. Parauga
sagatavoSana: 1 g parauga (vajadzibas gadijuma piesta homogenize Iidz smalkam pulverim)
dalu sajauc ar 1 g kalcija karbonata un apmeram 50 ml 85% acetona. Maistjumu ekstrakcijai
atstdj uz 1 stundu tumsa vieta. Kad ekstrakcija pabeigta, filtréto ekstraktu parnes uz 100 ml
mérkolbu. MazgaSanas soli ar 85% acetonu atkarto, 11dz iegitais Skidums ir bezkrasains. Péc
tam filtréto ekstraktu parnes uz mérkolbu un ar 85% acetonu papildina Iidz atzimei.

Absorbcijas spektru méra un absorbcijas maksimumus nolasa pie 600 nm pie 85% acetona
tuksa parauga, izmantojot UV / VIS spektrofotometru (Labda 35, Perkin Elmer). KalibréSanas
grafiku uzzimé, atSkaidot Guthrie standart§kidumu. Guthrie standarta skiduma pagatavosSana:
2,85 g dalu vara sulfata un 10,00 g kalija dihromata ievieto glaze ar tilpumu 50 ml. Nosvértas
porcijas izSkidina attirita Gdeni un kvantitativi parnes mérkolba ar tilpumu 1000 ml. Tad kolba
ielej 100 ml Gdens Skiduma ar 7% amonjaka masas dalu un tilpumu ar attiritu Gideni papildina
lidz atzimei. Guthrie standarta krasas Skidums ir ekvivalents hlorofila $kiduma koncentracijai
85 mg /1. Guthrie standarta §kidums ir kolorimetrisks vienu dienu péc sagatavosanas. Skidumu
uzglaba tumsa vieta hermétiski noslégta pudelé. Skiduma glabasanas laiks ir 1 ménesis.



Karotina analize ar UAESH metodi

B-karotina un ta izom&ru koordinacijas noteikSanai izmanto 1pasi augstas veiktsp&jas Skidruma
hromatografijas metodi. UAESH sistéma (Ultimate 3000, Thermo Scientific) aprikota ar
eluentu rezervuaru, RS stikni, RS automatisko paraugu nemsanas ierici, RS kolonnu nodalijumu
un diodu bloku detektoru (DAD). B-karotina un ta izoméru atdaliSanai izmanto Kinetex C18
kolonnu ar dalinu izméru 1,7 pm, 3 mm i.d., 100 mm garumu (Phenomenex, ASV). Kustiga
faze 98% metanola Skidums un plismas atrums 0,75 ml / min. P&c 16 min izokratiskas
hromatografiskas atdaliSanas kolonnu noskalo ar terc-butilmetiléteri un visbeidzot sakotngjo
kustigo fazi 15 mintsu laika. Injekcijas tilpums bija 5 uL. DAD detektors tika iestatits uz vilna
garumu 450 nm.

Parauga sagatavoSana: 1 g parauga (vajadzibas gadijuma piesta homogeniz€ Iidz smalkam
pulverim) dalu sajauc ar 2 ml terc-butil-metilétera / metanola maisijuma (1/1, tilp. / Tilp.).
Spécigi sakrata 10 miniites, centrifugé 10 minttes. Visbeidzot, parauga skidums filtré caur 0,2
um Slirces tipa filtru maza stikla flakona UHPLC analizei. KalibréSanas grafikam izmanto f3-
karotina standartu (> 97,0%, Sigma-Aldrich), atSkaidot B-karotina pamatSkidumus ar terc-
butilmetil&teri / metanolu (1/1, v / v). Lineara funkciju izmanto ka kalibréSanas modeli. LOQ
bija 1 mg / kg.

DNS ekstrakcijas un rRNS génu sekvencéSanas procediira ceakalajiem paraugiem

DNS iegiisanai no 100 mg aklas zarnas satura izmanto ZymoBIOMICS 96 Magbead DNS
komplektu no Zymo Research. SekvencéSanas bibliotekas sagatavoSanu veic, ieveérojot
Illumina publicéto protokolu (dokumenta numurs 15044223 Rev. B). Baktériju 16S rRNS géna
mainigos regionus V3-V4 mérké uz praimeriem, ko izstradajusi Klindvorts et al. [10].
Divpakapju protokola PCR pirma karta pastiprina mérki un pievieno Illumina sekvencéSanas
adapterus. Nextera XT komplekts A svitrkodus pievieno PCR otras kartas laika. Visam
amplifikacijas reakcijam izmanto KAPA HiFi DNS polimerazi. SekvencéSanu veic ar I[llumina
MiSeq, izmantojot 3 600 ciklu reagentu komplektu, lai iegttu 2 x 300 bp nolasijumus pari.
Kvalitates kontroles noliikos kopa ar paraugu bibliotekam sekvencé DNS ekstrakcijas negativo
kontroli un izspéles kopienas DNS (ATCC MSA-1002).



Anketas sadarbibas partneriem

LAD projekta Nr. 18-00-A01620-000042 “Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade
biologiskam saimniecibam” TstenoSana ka sadarbibas partneri piedalijas biosaimniecibas, kas
nodarbojas ar dgj&jvistu/broileru/calu, atskirto jéru un galas jaunlopu apriipi.

Anketa
Déjejvistas / broileri / cali

(vieta) (datums)
Novietnes nosaukums

Vistu / calu skirne / vecums
1. Esosas infekcijas

2. lezimét kontroles un eksperimentalos dzivniekus

siev. un vir. dzimuma Tpatnus

Katra grupa likt vienada skaita

piem.: zila un sarkana krasa uz muguras/izolacijas lenta ap kaju)

Visus pierakstus veic atseviski kontroles grupai un eksperimentdlajai grupai.
3. Vistas / calu vecums (dienas)

uzsakot un pabeidzot eksperimentu

4. Individualais vistas / calu svars/ krasu apkartmeérs, kondicija (taustot)
uzsakot un pabeidzot eksperimentu
(vai 1 x ménesi);
Kopé&jais vistu /calu svars kontroles un eksperimentalajiem putniem atseviski uzsakot

un pabeidzot eksperimentu.
5. Resno zarnu mikrobiomas paraugi
uzsakot un pabeidzot eksperimentu

6. Asins hematologiskas un biokimiskas analizes péc iespéjas

uzsakot un pabeidzot eksperimentu vismaz 5

putniem katra grupa; nem paraugus) — ASAT, GGT, TP, albumins, BUN, kreatinins,
kop.holesterins; Kop. bilirubins, ALP, Ca, P.
7. Estgriba
(vélams uzreiz salidzinat ar kontroles grupu!):
a. Detalizéta informacija par pamatbaribu

(ko sanem ari kontroles grupa).
Ja nevar nemainit pamatbaribu eksperimenta gaita, tad janorada visas izmainas taja.
b. Noskaidrot édinasanas patnibas

(vai ir rupja bariba visu laiku silé, kada ta ir, cik ilgi tuksas siles, vai tiek siles tiritas)
Pirms eksperimenta noteikti visas siles jaiztira - jo daudzviet to nedara, bet smaka



samazina apéstas baribas daudzumu. Vai pie spékbaribas siles var ést visi eksperi-
menta ieklautie putni vienlaicigi.

c. Vaigarso? (Cik biezi pieiet est/ cik ilgi ed?)

d. Cik diena apéd baribu, saturosu skuju biezo ekstraktu (datums, nosver viena diena no
rita iedoto un vakara - no siles iznemto baribu) — pirma diena, septita diena, 14 diena
un t.t.

e. Ko atstaj neéstu no baribas (novértet paliekas)

f. Pakalpuses tiriba (5 punkti — Dag score) — skalas attélu var atrast interneta.

g. Acu glotadu krasa (5 punkti — Famacha scoring) - skalu var atrast interneta.

h. Fécu konsistence — 1-3 punktu skala

8. Stress

(turas bars kopa, vai kads atseviski (atdaliSanas ir depresija - slimibas pazime), diareja;
bars skrien, staiga vairak-mazak éd vai gul (katru gadijumu pieraksta — datumu, un kapéc
ir stress). Vai pie vistam/caliem eksperimenta perioda nav bijis kads dzivnieks/svess
cilvéks u.c. stresors? Pargrupésana? Vakcinacijas vai citas vet. manipulacijas).

9. Slimas vistas/cali (
skaits, novertéet, individuali aprakstit katru dienu izmainas katra slima putna klinika lidz
nobeigs./izveselosanas)

Temperaments (+depresija/paréze/krampiji);

éstgriba,; kleposana, izdalijumi no mutes/acim/nasim/ maksts;

anusa apkartnes tiriba; féces — konsistence, krasa, defekacijas biezuma izmainas;
kermena kondicija (5 punktu skala) — interneta

spurekla kustibas (2 min. laika)

kermena temperatira; acu glotadu krasa;

Asins hematologiskas un biokimiskas analizes — ASAT, GGT, TP, alb., BUN,
kreatinins, Kop.holesterins; Kop. Bilirubins un tiesais (konj.) bilirubins, Ca, P, Mg;
rektalo fecu paraugu nonemt mikrobioma analizei.

slimosanas ilgums un rezultats.

10. Nobeigusas vistas/cali:

(Datums, katras vistas/cala vecums, svars)
ka nobeidzas,
aréjas Tpatnibas pirms nobeigSanas (piem., krampji/ paralize/noasinosana) un likim, piem.,
kondicija; anusa, mutes, acu apkartnes tiriba, izdalijjumi, apsartums. Féces — konsistence,
krasa. Ja sekcé — izmainas organos (ipasi gremosanas org., spurekli, glumenieka, zarnas), ar
plausas, aknas, nierés]- no |oti svaiga lika varétu panemt paraugus mikrobioma noteiksanai
no spurekja un resnajam zarnam (aklas zarnas, loka zarnas), un sasaldét!
11. Papildus novérojumi, piezimes.

12. Piezimes

( )

( paraksts)  (vards, uzvards)



Darba lapa

3 punkts

Eksperimenta grupa

Kontroles grupa

4 punkts

Eksperimenta grupa

Kontroles grupa

5 punkts

Eksperimenta grupa

Kontroles grupa

Anketa Déjejvistas / broileri / cali

Vistas / caJu vecums (dienas)

uzsakot beidzot
Individualais vistas / calu svars/ krasu apkartmérs, kondicija
svars krGsu apkartmérs
uzsakot beidzot uzsakot beidzot

Resno zarnu mikrobiomas paraugi

uzsakot

beidzot




LAD projekts Nr. 18-00-A01620-000042,
“Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade biologiskam saimniecibam”

Anketas ieteicamie jautajumi
Aitas/atskirtie jeri

1. Novietnes nosaukums
aitu skirne vecums
Ganampulka esosas infekcijas

2.Vai un kad ir attarpoti dzivnieki?
Ar ko? (preparata nosaukums)
3.Eksperimenta vélams iezimét kontroles un eksperimentalos dzivniekus
siev. un vir. dzimuma Tpatnus

vélams katra grupa likt vienada skaita un, vélams iezimét
piem.: zila un sarkana krasa uz muguras/izolacijas lenta ap kaju)
NB! Visus pierakstus veic atseviski kontroles grupai un eksperimenta grupai.

4.Aitu vecums (dienas) uzsakot un pabeidzot ek-
sperimentu
5.Individualais aitu/jéru svars/ krtisu apkartmeérs, kondicija (taustot) uzsakot
un pabeidzot eksperimentu (vai 1 x ménesi),
vai kopéjais aitu/jeru svars kontroles un eksperim. dzivniekiem atseviski  uzsakot
un pabeidzot eksperimentu.

NB! Papildus svérsana/ mérisana, ja veicamas kadas izmainas menedZzment3, tad taja
diena veic visu eksperimentalo un kontroles dzivnieku svérSanu/mérisanu.
6.Koprologiskie izmekléjumi tieSi pirms eksperimenta uzsaksanas
(neskatoties, ka ir veikta attarposana) (kadu
parazitu olinas atrodamas, cik daudz)
7.Spurek]a un resno zarnu mikrobioma paraugi
uzsakot un pabeidzot eksperimentu
un, ja iespéjams, eksperimenta vidéja posma — piem., kad dzivnieki tiek fikséti
vakcinacijai).

a. no spurekla var iegit ar spurekla punkciju (ar Slirci un parasto 14G adatu);

b. resno zarnu paraugu vieglak iegit — rektali ievadot pirkstus/instrumentu. Féc¢u
paraugu nav ieteicams nemt no zemes, jo tur spiras ir kontaminétas ar apkartéjas
vides baktérijam.

8.Asins hematologiskas un biokimiskas analizes
uzsakot un pabeidzot eksperimentu
vismaz 5 dzivniekiem katra grupa; nem paraugus no jiga vénas, — ASAT, GGT, TP,
albumins, BUN, kreatinins, kop.holesterins; Kop. bilirubins, ALP, Ca, P.

9.Estgriba
(veélams uzreiz salidzinat ar kontroles grupu!):
i. Detalizéta informacija par pamatbaribu

(ko sanem ar1 kontroles grupa).

Ja nevar nemaintt pamatbaribu eksperimenta gaita, tad janorada visas izmainas taja.
j-  Noskaidrot édinasanas ipatnibas




(vaiir
rupja bariba visu laiku silé, kada ta ir, cik ilgi tuksas siles, vai tiek siles tiritas) Pirms
eksperimenta noteikti visas siles jaiztira - jo daudzviet to nedara, bet smaka samazina
apéstas baribas daudzumu. Vai pie spékbaribas siles var ést visas eksperimenta ie-
klautas aitas vienlaicigi.

k. Vaigarso? (Cik biezi pieiet est/ cik ilgi ed?)

I. Cik diena apéd baribu saturosu skuju biezo ekstraktu (datums, nosver viena diena no
rita iedoto un vakara - no siles iznemto baribu) D1, D7, D14...

m. Ko atstaj neéstu no baribas (novértét paliekas)

n. Pakalpuses tiritba (5 punkti — Dag score) — skalas attélu var atrast interneta.

0. Acu glotadu krasa (5 punkti — Famacha scoring) - skalu var atrast interneta.

p. Fécu konsistence — 1-3 punktu skala

10.Stress
(bars ganos turas kopa, vai kadi dzivnieki turas atseviski (atdaliSanas ir depresija —
slimibas pazime), diareja; bars skrien, staiga vairak-mazak &d vai gul (katru gadijumu
pieraksta — datumu, un kapéc ir stress). Vai pie aitam/jériem eksperimenta perioda nav
bijis kads dzivnieks/svess cilveks u.c. stresors? Pargrupésana? Vakcinacijas vai citas vet.
manipulacijas.)
11.Slimas aitas/jéri
( skaits, novertét katru dienu un aprakstit individuali katru slimo, klinikas izmainas lidz no-
beigs./izveselosanas)
Temperaments (tdepresija/paréze/krampiji);
éstgriba,; kleposana, izdalijumi no mutes/acim/nasim/ maksts;
anusa apkartnes tiriba;
féces — konsistence, krasa, defekacijas biezuma izmainas;
kermena kondicija (5 punktu skala) - interneta
spurekla kustibas (2 min.laika)
kermena temperatdra (rektala); acu glotadu krasa;
Asins hematologiskas un biokimiskas analizes — ASAT, GGT, TP, alb., BUN,
kreatinins, Kop.holesterins; Kop. Bilirubins un tiesais (konj.) bilirubins, Ca, P, Mg;
rektalo fecu paraugu nonemt mikrobioma analizei.
slimosanas ilgums un rezultats.
12.Nobeigusas aitas/jéri:

[Datums, katras aitas vecumes, svars),
ka nobeidzas,
argjas patnibas pirms nobeigsanas (piem., krampji/ paralize/noasinosana) un likim, piem.,
kondicija; anusa, mutes, acu apkartnes tiriba, izdalijjumi, apsartums. Féces — konsistence,
krasa. Ja sekcé —izmainas organos (ipasi gremosanas org., spurekli, glumenieka, zarnas), art
plausas, aknas, nierés- no |loti svaiga lika varétu panemt paraugus mikrobioma noteikSanai no
spurekla un resnajam zarnam (aklas zarnas, loka zarnas), un sasaldét!
13.Papildus novérojumi, piezimes.

14.Piezimes

Datums

Paraksts




LAD projekts Nr. 18-00-A01620-000042,
“Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade biologiskam saimniecibam”

Anketas ieteicamie jautajumi
Galas jaunlopi

1.Novietnes nosaukums
Govju/jaunlopu skirne
Vélams iezimét kontroles un eksperimentalos dzivniekus - teles un bullus vélams katra
grupa likt vienada skaita un vélams 1:. lezimét var, piem., zila un sarkana krasa uz
muguras/izolacijas lenta ap kaju):
Visus pierakstus veic atseviski kontroles grupai un eksperimenta grupai.
2.Govju/jaunlopu vecums (dienas)

uzsakot un pabeidzot eksperimentu
3.Individualais govju/jaunlopu svars/ krisu apkartmeérs

uzsakot un pabeidzot eksperimentu

vai kopéjais telu svars kontroles un eksperimentalajiem dzivniekiem

uzsakot un pabeidzot eksperimentu

(noradot svérto telu skaitu).
NB! Papildus svérsana/ mérisana, ja veicamas kadas izmainas menedZments, tad tai diena
veic visu eksp. un kontroles dzivnieku svérsanu/meérisanu.
4.Spurekla un resno zarnu mikrobioma paraugi
uzsakot un pabeidzot eksperimentu
ja iespéjams, eksperimenta pa vidéja posma - piem., dzivnieki tiek fikséti vakcinacijai

c. Vaisaimnieciba ir stelles dzivnieku fiksésanai?

d. no spurekla variegit ar specialu metalisko esofagogastralo zondi (VMF ir, tikai
japarliecinas, vai ta nav par resnu atskirtajiem teliem un jaunlopiem
vai ar spurekla punkciju (ar slirci un 14G adatu (vislabak garaku - 10 cm, bet
varétu izdoties arT ar 7cm). Abas metodes var veikt labi fiksétam dzivniekam
stellés (ja tas ir saimnieciba);

e. resno zarnu paraugu vieglak iegat rektali ievadot roku/instrumentu, bet ari —
tikai stellés fiksétam dzivniekam. FECu paraugus var nemt ari no zemes — no
svaigas féc¢u kaudzes virsas, bet sint gadijuma pastav liela iespéjamiba to konta-
minét ar apkartéjas vides baktérijam.

5.Asins hematologiskas un biokimiskas analizes
uzsakot un beidzot eksperimentu
( vismaz 5 dzivniekiem katra grupa; nem paraugus no astes Vénas, ja iespéjams fiksét
stavvieta vai stellés) — ASAT, GGT, TP, albumins, BUN, kreatinins, kop.holesterins; kop.
bilirubins, ALP, Ca, P.
6.Estgriba (vélams uzreiz salidzinat ar kontroles grupu!)
uzsakot un pabeidzot eksperimentu
g. Detalizéta informacija par pamatbaribu (ko sanem ari kontroles grupa). Ja nevar ne-
mainit pamatbaribu eksperimenta gaita, tad janorada visas izmainas taja).
r. Vaigarso? — (Cik bieZi pieiet est/skirosana/cik pilns spureklis?)
s. Cik diena apéd baribu saturosu skuju un biezo ekstraktu (datums, nosver viena diena
no rita iedoto un vakara - no siles iznemto baribu) D1, D7, D14...
t. Ko atstaj neéstu no baribas (paliekas noverte)
u. Féecu konsistence — 1-5 punktu skala [1-Gdenainas; 2- pusskidras; 3-vidéji biezas
(krémveida); 4-kaudzité ar “rinkiem”; 5-cietas (gandriz ka “zirgaboli”)
7.Piens




(vai tels vél ziz)

Piena atdeve (piena tauku, proteina maina)
8.Stress
uzsakot un pabeidzot eksperimentu (agresija,

depresija, diareja, negul gulvietas, staiga vairak-mazak éd vai gul (katru gadijumu
pieraksta — datumu, un pazimes). Vai eksperimenta perioda kati nav bijis kads
dzivnieks/svess cilvéks u.c. stresors? Pargrupésana? Vakcinacijas vai citas vet.
Manipulacijas)
9.Slimas govis / jaunlopi
(skaits, novertét katru dienu un individuali aprakstit izmainas katra slima dzivnieka klinika
[1dz nobeigs./izveselosanas)
Temperaments (+tdepresija/paréze/krampiji);
éstgriba,; kleposana,
izdalijumi no mutes/acim/nasim/ maksts;
anusa apkartnes tiriba;
feces — konsistence, krasa, defekacijas biezuma izmainas;
spurekla kustibas (2 min.laika)
kermena temperatdra (rektala);
( glotadu krasa, CRT- ja var noteikt)
Asins hematologiskas un biokimiskas analizes — ASAT, GGT, TP, alb., BUN,
kreatinins, kop.holesterins; kop. Bilirubins un tiesais (konj.) bilirubins, Ca, P, Mg
Slimie dzivnieki varétu bt vieglak fikséjami, un vieglak varétu nonemt spurekla,
rektalo fecu paraugu mikrobioma analizei.
Slimosanas ilgums un rezultats.
10.Nobeigusas govis / jaunlopi:
(Datums, katras govs vecums, svars, ka nobeidzas)
aréjas Ipatnibas pirms nobeigsanas (piem., krampji/ paralize/noasinosana) un likim, piem.,
kondicija; anusa, mutes, acu apkartnes tiriba, izdalijjumi, apsartums. Féces — konsistence,
krasa. Ja sekcé — izmainas organos (ipasi gremosanas org., glumenieka, zarnas), ari plausas,
aknas, nierés]- no Joti svaiga lika varétu panemt paraugus mikrobioma noteiksanai no
spurekla un resnajam zarnam (aklas zarnas, loka zarnas), un sasaldét!
11.Papildus novérojumi, piezimes.

12.Piezimes

Datums
Paraksts




5. Projekta dalibnieku veikto pétijumu apraksts

5.1. Rigas Stradina universitate

5.1.1. Skuju biezo ekstraktu saturoSu $kidrumu gatavosana

Skuju biezajam ekstraktam ta sastavdalu 1pasibu dg] izteiktakas ir hidrofobas (neskist tdeni)
ipasibas. Tadel nevar pagatavot 1stu iidens Skidumu. Skuju bieza ekstrakta skidrumi gatavoti
tris koncentracijas. Pagatavoto skuju biezo ekstraktu saturoSu skidrumu raksturojums dots

Tabula 5.1. Skuju ekstraktu saturoS$u §kidrumu vizualais novértéjums

5.1.tabula.
Nr.  Skidinatajs
p. k.
1. Attirits udens

20% etilspirta
Skidums

70% etilspirta
skidums

50%
propilénglikola
Skidums

70%
propilénglikola
skidums

50%
propilénglikola
skidums,
satuross 20%
etilspirta

Skuju bieza
ekstrakta
koncentracija
3%

5%

10 %

3%

5%

10 %

3%

5%

10 %

3%

5%

10 %

3%

5%

10 %

3%
5%

10 %

Skidruma apraksts

Zalas krasas suspensija. Suspendétas dalinas
nenogulsnéjas (skat.5.1.att.)

Zalganas krasas suspensija. Suspendétas dalinas
nenogulsngjas (skat.5.2.att.)

Skidrums ar granulveida tum$am nogulsném. Dala
nogul$nu pielipusi pie trauka sienam (skat.5.3.att.)

Gaisi zalgana suspensija ar nedaudz tumsam
granulveida nogulsn€m $kidruma augsdala.
Caurspidigs zalgans skidrums ar tum$am nogulsném
virs ta. Nogulsnes ir apméram puse no skidruma
(skat.5.4.att.)

Gaisi pelécigs caurspidigs Skidrums ar tumsam
nogulsném virs ta.

Gaisi zalgans caurspidigs skidrums ar tumsam
nogulsném virs ta.

Zalgans, gaisi dzeltenigu nokrasu caurspidigs
Skidrums ar nogulsném. Nogulsnes ir apméram
treSdala no Skidruma (skat.5.5.att.)

Gaisi zalgans, viegli dulkains Skidrums ar nogulsném
virs ta.

Gaisi zalgans, dzeltenigs, viegli dulkains Skidrums ar
nogulsném virs ta.

Dzeltenigi zalgans caurspidigs skidrums. Virs ta
izklied@tas nedaudz tumsas nogulsnes. Nogulsnes ir
apméram puse no Skidruma (skat.5.6.att.)



5.1. attéls.

a b c

udens

5.2. attéls.

a b c
Skidrumi saturosi a — 3%, b — 5%, ¢ — 10% skuju biezo ekstraktu, $kidinatajs 20%
etilspirta Skidums




5.3. attéls.

a b c
§l,(idrumi saturosi a — 3%, b — 5%, ¢ — 10% skuju biezo ekstraktu, $kidinatajs 70%
etilspirta Skidums

5.4. attels

a b c
Sl,(idrumi saturosi a — 3%, b — 5%, ¢ — 10 skuju biezo ekstraktu, Skidinatajs 50%
propilénglikola §kidums




5.5. attéls

a b c
§l,(idrumi saturos$i a — 3%, b — 5%, ¢ — 10% skuju biezo ekstraktu,§kidinatajs 70%
propilenglikola Skidums

5.6. attels

a b c
Skidrumi saturoi a — 3%, b — 5%, ¢ — 10% skuju biezo ekstraktu, $kidinatajs 50%
propilénglikola §kidums, satuross 20% etilspirta

Visiem pagatavotajiem Skidrumiem p&c 6 me&nesu glabasanas tumsa vieta aprakstitais vizualais
i1zskats saglabajas.



5.1.2. Skuju biezo ekstraktu saturoSu premiksu gatavo§ana

Priezu un eglu skuju kimiskaja sastava ir daudz biologiski aktivu vielu, tam piemit baktericidas
un pretvirusu Ipasibas, imiinmodelgjosas, antioksidativas funkcijas, satur vairakus vitaminus un
provitaminus (C, B1, B2, K, P u.c.), eteriskas ellas, svekus, mineralsalus, cieti utt. Paredzéts
izstradat jaunus bioefektivus dzivnieku partikas produktus (paraugus), izmantojot baribas
pamatsubstances (klijas, oglhidrati, mikroelementi u.c.), pievienojot skuju biezo ekstraktu.
Skuju bieza ekstrakta deva diena vienai vistai, calim, telam vai jéram ir 30 mg/kg. Lai calj,
vistas vai produktivie dztvnieki varétu sanemt nepiecieSamo skuju bieza ekstrakta devu un biitu
nedaudz maskéta ekstrakta specifiska garsa, skuju biezo ekstraktu jasamaisa ar papildbaribu -
baribas piedevu, kuru drikst izmantot dzivnieku &dinaSanai tikai kopa ar citu baribu un kura
koncentracija pilnvertiga baribas maisijuma ir lielaka neka 20 kg/t.

Lai pagatavotu skuju biezo ekstraktu saturoSus premiksus lictosanai biologiskajas saimniecibas,
pagatavoti skuju bieza ekstrakta un papildbaribas maistjumu paraugi.

Izmé&ginati 2 varianti skuju bieza ekstrakta un papildbaribas masas gatavosanai:

| variants

skuju bieza ekstrakta samaisitas ar

papildbaribu masas granuléSana ar mitras

granuléSanas metodi

Il variants

skuju bieza ekstrakta samaisiSana ar
papildbaribu

Mitras granuléSanas metodi neizmantojam, jo no pagatavota skuju bieza ekstrakta un
papildbaribas maisijuma griiti veidojas granulas un ir lieli masas zudumi granuléSanas laika.
Tapéc paraugi gatavoti ar maisiSanas metodi.

Ar maisiSanas metodi pagatavotie paraugi saturéja 10% skuju bieza ekstrakta. To kvalitate
vertéta organoleptiski. Rezultati apkopoti 5.2.tabula.

Nr.

p.k.

Tabula 5.2. Skuju bieza ekstrakta un papildbaribas maisijumi

Papildbariba

Pilnvertiga bariba 0 — 8
ned.vec. caliem
biosaimniecibam
Pilnvertiga bariba 0 — 28
d.v. broileriem
biosaimniecibam

Pilnvertiga bariba 28 — 63
d.v. broileriem Grower
biosaimniecibam

Pilnvértiga bariba
jaunputniem
biosaimniecibam

Papildbaribas dalinu
lielumi

2mm

2mm

Nesijata papildbariba

2 mm
Nesijata papildbariba

Skuju bieza
ekstrakta
daudzums
maisijuma, %

10

10

10

10

Maisijuma
apraksts

MaisTjuma masa
nedaudz kepiga
(skat.5.7.att.)

Nedaudz birstoss
maistjums

Nedaudz kepigs
maisjjums

Nedaudz birstoss
maistjums
Kepigs maisijums



Nr. Papildbariba Papildbaribas dalinu Skuju bieza Maisijuma
p.k. lielumi ekstrakta apraksts
daudzums
maisijuma, %

5. Pilnvertiga bariba 2mm 10 Nedaudz birstoss
dgjgjvistam maistjums
biosaimniecibam (skat.5.10.att.)

6. DOFEED -Papildbariba Nesijata papildbariba 10 Kepiga masa
2,5% putniem Dalinas mazakas par 2 (skat.5.9.att.)

mm

7. Pilnvértiga bariba Nesijata papildbariba 10 Nedaudz kepigs
broileriem Finisher maisijums
biosaimniecibam

8. Bio papildbariba 0 — 2 Nesijata papildbariba, 10 Kepigs maisijums
m.v.teliem dalinas lielakas par 3 mm (skat.5.8.att.)

Nesijata papildbariba ir maisijums no dazada lieluma dalinam. Dalinu lielums varié no 0.25
mm [1dz 2-3 mm. Lielako dalinu daudzums varié 60 — 70%.

5.7 .attels.

Pilnvértiga bariba 0 — 8 ned.vec. caliem biosaimniecibam, saturo$a 10% skuju bieza
ekstrakta




5.8. attéls

Bio papildbariba 0 — 2 m.v.teliem, saturosa 10% skuju biezo ekstraktu

5.9. attels
DOFEED - Papildbariba 2,5% putniem, saturo$a 10% skuju biezo ekstraktu




5.10. attels

Pilnvértiga bariba déjejvistam biosaimniecibam, saturo$a 10% skuju biezo ekstraktu

Papildbaribas un skuju bieza ckstrakta maisijumi, kas paredz&ti izbaroSanai
caliem/vistam/teliem/jériem, satur dazadu skuju bieza ekstrakta daudzumu. Skuju bieza
ekstrakta daudzumu maisijumos ietekmé cala/vistas/tela/jéra svars eksperimenta sakuma, svara
pieaugums katru ned€lu premiksa lietoSanas laika. Katru nedelu atbilstosi jéra, cala, vistas/tela
masas pieaugumam japalielina izbarojamais papildbaribas daudzums un taja iestradajamais
skuju bieza ekstrakta daudzums. 20 caliem/20 vistam/11 teliem/20 jériem izbaroSanai ménesa
laika tika gatavoti 24 premiksi-koncentrati - skuju bieza ekstrakta un papildbaribas maisijumi
(148 kq).

Skuju bieza ekstrakta daudzuma aprékinasanai papildbariba vienam jéram/telam-
jaunlopam/vistai/calim nedelas lietoSanai lieto sekojosu formulu:

E=[(DxM):1000] x7

kur:  E — skuju bieza ekstrakta daudzums g, ko lieto kopa ar papildbaribu 7 dienu laika
D - 30 mg/kg (skuju bieza ekstrakta deva)
M - svars kg (jera/tela/vistas/cala)
7 — dienu skaits.

Ta ka eksperimenta grupa bija 20 cali/jéri vai 11 jaunlopi, tad skuju bieza ekstrakta daudzumu
vienam calim/jéram/jaunlopam 7 dienam reizina ar calu/jéru/jaunlopu skaitu eksperimenta
grupa.
Eg=EXxn,
kur:  EQ— skuju bieza ekstrakta daudzums g 7 dienam eksperimenta grupai

N - eksperimenta 7 dienam iesaistitu putnu/jéru/jaunlopu skaits



Datus par izbarojamas papildbaribas daudzumu un ta palielinaSanos katru ned€lu sniedza
biosaimniecibu kontaktpersonas.

Baribas daudzums, ko izbaro vienam putnam, jéram vai jaunlopam nedg€las laika ir paliels.
Eksperimenta grupai, nemot véra putnu/jéru/jaunlopu skaitu, izbarojamais papildbaribas
daudzums palielinas, piem., 20 caliem pirmas ned€las laika jaizbaro 3,36 kg, bet ceturtas
nedé¢las laika - 5,32 kg papildbaribas, 20 jériem pirmas nedg€las laika jaizbaro 168 kg un ceturtas
nedélas laika — 210 kg papildbaribas. Lai 4 ned€lu eksperimentam nebiitu jagatavo lieli
papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijuma daudzumi, gatavojam mazaka daudzuma
papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijumus — koncentratus jeb premiksus. Skuju bieza
ekstrakta daudzums premiksa ir lielaks neka aprékinataja eksperimentalaja bariba —
papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijuma. Skuju bieza ekstrakta daudzuma premiksa
aprékinasanai izmanto formulu:

Ek=(Egxpb):pm,

kur:  Ek- skuju bieza ekstrakta daudzums premiksa-koncentrata, g
EQ - skuju bieza ekstrakta daudzums g 7 dienam eksperimenta grupai
pb - papildbaribas daudzums, g 7 dienam eksperimenta grupai
pm — planotais koncentrata-premiksa daudzums, ¢

Premiksa gatavosanai izmanto aprékinato skuju bieza ekstrakta Ek daudzumu un
papildbaribas daudzumu, ko iegtist

Pk = pm - EK,

kur: Pk — papildbaribas daudzums g koncentrata-premiksa gatavosanai
pm - planotais koncentrata-premiksa daudzums, g
Ek- skuju bieza ekstrakta daudzums premiksa-koncentrata, g

Koncentrata-premiksa gatavoSanai skuju bieza ekstrakta aprékinatam daudzumam Ek pa dalam
pievieno aprékinatas papildbaribas daudzumu PK. Masu péc katras papildbaribas dalas
pievienoSanas maisa lidz viendabigam maisijumam.

Katrai eksperimenta ned€lai jagatavo atseviSsks premiks-koncentrats, jo nemot veéra
cala/jéra/jaunlopa masa palielinasanos nedélas laika ar1 skuju bieza ekstrakta daudzums
japalielina katras nakamas nedélas premiksa.

Eksperimentalas papildbaribas pagatavoSanai 7 dienu lietoSanai premiksu-koncentratu
jasamaisa ar papildbaribas daudzumu, ko ieglist no papildbaribas daudzuma (pb) atnemot
pagatavota premiksa-koncentrata daudzumu (pm) (piemé&ru skat. 5.3.tabula).

Tabula 5.3. Eksperimentalas baribas pagatavos$ana jéru barosanai 4 nedélam

Nedela Eksperimentalas baribas (EB) pagatavosana Jéeru  EB daudzums 7
skaits dienas 20 jériem, kg

1.nedéla 15 kg premiksa Nr.1 samaisit ar 153 kg papildbaribas 20 168 kg

2.nedela 15 kg premiksa Nr.2 samaisit ar 167 kg papildbaribas. 20 182 kg

3.nedela 15 kg premiksa Nr.3 samaisit ar 181 kg papildbaribas 20 196 kg

4.nedéla 15 kg premiksa Nr.4 samaisit ar 195 kg papildbaribas. 20 210 kg



5.2. Partikas drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais institits “BIOR”
5.2.1. Karotina un hlorofila noteik§ana produktu paraugos

Skuju bieza ekstrakta, ka izejvielas raksturoSanai projekta sadarbibas partneris Partikas
drosibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniskais instituts “BIOR” noteica hlorofilu un
karotinu daudzumus. Pagatavotajos p&tamajos paraugos — skuju biezo ekstraktu saturoSos
Skidrumos un premiksos tika noteikta hlorofila koncentracija izmantojot UV-vis
spektrofotometrisko metodi un B-karotina un ta izoméru koordinacijas noteik$anu veica
izmantojot Tpasi augstas veiktsp&jas $kidruma hromatografijas metodi. UAESH.

Hlorofila un B-karotina un ta izomé&ru daudzumi noteikti dazos p&tamajos paraugos ari pec 6
meéneSu glabasanas istabas temperatiira.

Hlorofila un B-karotina un ta izoméru daudzums skuju biezo ekstraktu saturosajos skidrumos
dots 5.4.tabula.

Tabula 5.4. Hlorofila un B-karotina un ta izomeéru saturs skuju biezo ekstraktu saturo$os

Skidrumos
Skidrums Hlorofilu saturs, Hlorofilu B- Karotinu izoméru
mg/100g saturs karotins, summa,
Péc pagata- 6 meén. nogulsnés, mg/L pec Péc 6 men. pec
vosanas péc mg/100g pagatavo pagata- gatavos.
gatavos. -Sanas voSanas
3% skidrums 20% 25 6,4 51 128 mg/L 28 mg/kg
etilspirta Skiduma
5% skidrums 20% 35 9,5 87 209 mg/L 29 mg/kg
etilspirta Skiduma
10% skidrums 20% 48 13 200 507 mg/lL 252 mg/kg
etilspirta Skiduma
3% skidrums 70% 1,3 <5
etilspirta Skiduma
5% skidrums 70% 2,3 52 <5
etilspirta skiduma
10% skidrums 70% 4,7 74 <5
etilspirta skiduma
3% skidrums, 11 31 mg/kg
Skidinatajs tdens
5% skidrums, 12 81 mg/kg
Skidinatajs Gdens
10% Skidrums, 82 20 64 173 mg/L 337 mg/kg

Skidinatajs Gdens

Skidrumi, saturosi 3%, 5% un 10% skuju biezo ekstraktu un gatavoti ar 50% propilénglikola
Skidumu, 70% propilénglikola Skidumu un 50% propilénglikola Skidumu, saturoSu 20%
etilspirta bija viegli dulkaini ar nogulsném. Nogulsnes bija sakoncentrgjusas Skidrumu virspuse.
Saskalojot Skidrumus, nogulsnes nesuspendgja.

Sados Skidrumos hlorofila, p-karotina un ta izoméru daudzums netika analiz&ti.



Hlorofila un karotinu izoméru daudzums skuju biezo ekstraktu saturo$ajos premiksos dots

5.5.tabula.

Tabula 5.5. Hlorofila un karotinu izoméru saturs skuju biezo ekstraktu saturosos
premiksos

Paraugs

Pilnvertiga bariba 0 — 28
d.v. broileriem, saturosa
10% skuju biezo ekstraktu
Pilnvertiga bariba
dgjejvistam, saturosa 10%
skuju biezo ekstraktu

Bio papildbariba 0 — 2 m.v.

teliem, saturoSa 10% skuju
biezo ekstraktu
Pilnvertiga bariba
jaunputniem, saturosa 10%
skuju biezo ekstraktu
Pilnveértiga bariba 0 — 8
ned.vec. caliem, saturosa
10% skuju biezo ekstraktu
Pilnvertiga bariba
broileriem Finisher,
saturo$a 10% skuju biezo
ekstraktu

Pilnvertiga bariba 28 — 63
d.v. broileriem Grower,
saturo$a 10% skuju biezo
ekstraktu

Premiks 1 (1.nedglai)
caliem

Premiks 2 (2.nedélai)
caliem

Premiks 3 (3.nedglai)
caliem

Premiks 4 (4.nedglai)
caliem

Hlorofilu saturs parauga

péc
pagatavo-
Sanas,
mg/100 g

27

28

26

25

24

17

18

8,7
9,9
11

13

Glabats
ist. temp.,

4 men.

mg/100 g

14

11

19

5,6

15

8,8

8,4

40°C 3
men.
mg/100

9
8

14

18

24

11

17

Karotinu izoméru summa

péc
pagatavo-
Sanas
mg/kg

9,5

6,9

3,5

6,1

8,9

4,5

4,9

6,9
8,7
9,5

8,9

parauga

Glabats
ist. 40°C 3
temp. men.
4 mén. mg/k
mg/kg g
8,9 <1
41 3,7
15 41
2,8 1,2
6,6 4,9
3,1 1,1
34 4.8

Dati 5.5. tabula rada, ka hlorofila un karotinu izomé&ru daudzumi premiksu paraugos samazinas
péc to glabaSanas 4 méneSus ist. temperatiira un 3 méneSus 40° C temperatira. Paraugu
vizualais izskats ar1 liecina par hlorofila un karotinu izoméru oksidéSanos (skat. 5.11.un

5.12..att.)



Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade biologiskdm saimniecibdm

5.11.attels

Pilnvértiga bariba déjéjvistam, saturo$a 10% skuju biezo ekstraktu glabata 4 méneSus
istabas temperatira

5.12. attéls

Pilnvértiga bariba broileriem Finisher, saturosa 10% skuju biezo ekstraktu péc
glabasanas 40° C temperatiira 3 meéneSus

lapa 30 no 57



5.2.2. Cecal mikrobiotas daudzveidiba un eksperimentalas baroSanas grupas novérotas
tendences

Biologiska ZS “Skujas” inkubatora izaudzeti Cetrpadsmit dienu veci dazadu Skirpu cali,
ieskaitot Rhode Island sarkana, Kréma Legbar, Leggorn tika sadaliti ¢etras grupas pa divdesmit
caliem. Kontroles grupas cali sanéma standarta biologisko baribu bez piedevam; otras grupas
cali sanéma to pasu baribu, saturosu skuju bieza ekstrakta daudzumu, aprékinatu izmantojot
ekstrakta devu 30 mg/kg uz cala kermena masu; tre$as grupas calu eksperimentalas baribas
sastava eso$a ekstrakta daudzuma aprékinam izmantota ekstrakta deva 60 mg/kg uz cala
kermena masu; bet ceturtaja eksperimentalaja grupa - 90 mg/kg.

Visi cali sanéma baribu 40 dienas. Pirma (kontroles), otra un tresa grupa labi uznéma parasto
un eksperimentalo baribu un no baribas atteikuma gadijumi nav bijusi. TreSaja grupa (70%
gadijumos) bija noveéroti zarnu trakta darbibas traucgjumi, iesp&jams, saistiti ar skuju ekstrakta
augsto devu (81 grupa pétijjuma nav nemta vera).

40 dienas veci cali bija nonavéti nobidot kakla skriemelus. Ipasas, pilditas ar ledu, sterilas kastés
paraugi nosiititi Uz Partikas droSibas, dzivnieku veselibas un vides zinatniska institiita “BIOR”
specializéto laboratoriju. Visas procediiras notika saskana ar Latvijas Republikas Partikas un
veterinara dienesta vadlinijam un EK Padomes 2009. gada 24. septembra Regulas nr.
1099/2009 par dzivnieku aizsardzibu nonavésanas laika prasibam. Ievérojot noteikto kartibu un
visas nepiecieSamas prasibas bija atlasiti piecpadsmit paraugi.

Kopuma no piecpadsmit paraugiem tika generéti 6 423 182 nolasijumi, sakot no 361 090 lidz
489 066 radijumiem viena parauga. P&c datu tiriSanas un priekSapstrades sola palika 2 144 509
funkcijas. Vidgjais pazimju skaits viena parauga bija 142 967, no zemaka parklajuma — 121 506
— lidz augstakajam — 158 486. Alfa daudzveidibas retinasanas liknes tika izveidotas, lai
parbauditu, vai ir sasniegts pietiekams sekvenc&$anas dzilums. Shannon daudzveidibas indeksa
piesatinajums tika sasniegts attiecigi aptuveni pie 10 000 un 110 000 funkcijam visam
baroSanas grupam.

Galvena bakteriju phyla, kas tika novérota, bija Firmicutes (53,44% vidg&jais relativais
daudzums), Bacterioidota (33,14%), Actinobacteriota (6,43%), Fusobacteriota (1,60%) un
Proteobacteria (1,37%). Pargjo phyla parpilniba bija vid&ji mazaka par 1%. Katra parauga
sastavs phyla Itment ir att€lots 5.13. attela.



Bioefektivas dzivnieku partikas izstrade biologiskdm saimniecibdm

5.13. att€ls
Cecal mikrobiotas phylum Iimena sastavs. Tris grupas (pieci atkartojumi katra grupa)
ar atSkirigu piedevas koncentraciju

100%
m Firmicutes
80% Bacteroidota
B0% Actincbacteriota
m Campilobacterota
70%
m Synergistota
60% ® Proteobacteria
50% m Deferribacterota

m Cyanobacteria

40%
® Desulfobacterota

30% i i
Verrucomicrobiota

20% = Euryarchaeota
0% . l = Fusobacteriota
m Elusimicrobiota
. —----— - D
#1 #2  #3 #4 #T O #B #O #10 EN #12 #13 #14 #15
Control group 30 mg/kg group 60 mg/kg group

P&c tam tika novértéta skujkoku bieza ekstrakta baribas piedevas ietekme uz cecal mikrobiomu
alfa daudzveidibu. Tika aprékinati tris dazadi alfa daudzveidibas mérijjumi. Spirmana korelacija
atklaja nozimigu saistibu (P = 0,0014) starp novéroto iezimju skaitu un denoizéto radijumu
skaitu uz izlasi, kas tika sagaidita, jo ar lielaku sekvenc&Sanas dzilumu var paradities netstaki
ASV. Tomeér citi alfa daudzveidibas raditaji nekorel&ja ar secibas dzilumu, tap&c tika pienemts,
ka citi daudzveidibas pasakumi nav neobjektivi pec izlases lasiSanas skaita. Novéroto iezimju
skaits un Simpson indekss butiski nekorelgja ar ekstrakta baribas piedevas koncentraciju,
savukart Senona indekss uzradija negativu korelaciju ar baribas piedevas devu (p = -0,6236, P
=0,013).

Lai novertétu starpparaugu (beta) daudzveidibu, starp visiem paraugiem tika aprékinati Bray-
Curtis un visparinatie UniFrac attalumi. Nebija buitiskas korelacijas starp beta daudzveidibas
mérfjumiem un radijumu skaitu, tadgjadi noradot, ka arT $ie raditaji nav neobjektivi atbilstosi
secibas dzilumam. Gan Bray-Curtis, gan visparinata UniFrac beta daudzveidibas mérjjumi
uzradija nozimigu pozitivu korelaciju ar baribas piedevas koncentraciju (attiecigi p = 0,473644,
P=0,001 un p=0,267187, P = 0,003). Vienpadsmit atskirigi bagatinatas gintis cecal saturam
no putniem, kas baroti ar skujkoku biezo ekstraktu bagatinatu baribu, salidzinot ar kontroles
grupu, tika identificétas, izmantojot visparéju linearo modelu sistému (5.6. tabula). Cetras no
tam, kas pieder&ja pie Bacteroidaceae, Marinifilaceae, Prevotellaceae un Deferribacteraceae
dzimtas, bija bagatigaki, kad bariba tika papildinata ar skujkoku biezo ekstraktu. Septinas citas
gintis bija mazak bagatigas, kad putni tika baroti ar papildinatu baribu: divas pieder pie
Rikenellaceae dzimtas un citas pieder pie Barnesiellaceae, Campylobacteraceae,
Methanobacteriaceae, Lachnospiraceae un Synergistaceae.
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Tabula 5.6. AtSkirigi bagatigi taksonomi cecal mikrobiota

Lineara modela ko

Tips (Phylum) Klase Karta Dzimta Gints cients

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 0.0543

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Barnesiellaceae -0.5771
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Odoribacter 0.2604
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae 0.5776

Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes -0.1958
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae g&tz;z:zceae RCS -0.5106
Campilobacterota Campylobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae  Campylobacter -0.6528
Deferribacterota ~ Deferribactere Deferribacterales Deferribacteraceae Mucispirillum 0.2749
Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae  Methanobrevibacter  -0.1979
Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae sruotzja;cterium hallii -0.1817
Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae Cloacibacillus -0.2144

Saskana ar vistas cekala mikrobiotas baktériju meta-analizi Firmicutes bija visizplatitaka phyla,
kam sekoja Bacteroidetes un Proteobacteria (13). Misu pétijuma tika novérots lidzigs
sastopamibas profils - Firmicutes un Bacteroidetes, bet nakama bagataka phyla bija
Actinobacteriota, kam sekoja Fusobacteriota un tikai péc tam Proteobacteria. Tomér
Fusobacteriota sadalfjums starp pétijuma izmantotajiem caliem bija loti nevienmérigs. Tika
noverots, ka Shannon alfa daudzveidibas indekss butiski korel&ja ar uztura bagatinataju devu,
savukart Simpson indeksam korelacija netika novérota, noradot, ka mikrobiotas sastava maina
skar galvenokart mazakuma taksonomas, nevis domingjosas, jo Shannon indekss pieskir lielaku
nozimi sugu bagatibai un tadgjadi ir jutigaks pret nelielam iezimém (14). Butiska korelacija
starp beta daudzveidibas merijumiem un katra cala sanemtas baro$anas piedevas devas atskiribu
liecina, ka, neraugoties uz nelielo parauga lielumu un ievérojamam mikrobioma profilu
atSkirtbam starp individiem, var novérot vispargju cecal mikrobiotas sastava mainu (sk. 5.13.
attelu).

Starp Cetriem taksonomiem, kas bija bagatigaki, kad bariba tika papildinata ar skujkoku biezo
ekstraktu, bija gramnegativa Bacteroides gints, kas ir izplatita zarnu mikrobiotas locekle visiem
siltasinu dzivniekiem (15). Bacteroides ir svariga loma sarezgitu makromolekulu Skel$ana (16)
un acetata un propionata ka galveno fermentacijas produktu generésana.

Odoribacter veic butirata razosanu, izmantojot lizina fermentaciju un sukcinata samazinasanu
(17) Rychlik, 2020). Butirats, isas kédes taukskabe, kas tieSi stimulé absorbcijas virsmas
laukuma palielinasanos, nomac zoonozes patogénu augsanu, izraisa saimniekaizsardzibas
peptidu ekspresiju un modulé saimnieku epigenétisko regulésanu (18). Prevotellaceae dzimtas
izolati nav siki raksturoti. Kulturomikas in vitro pétijumi liecina, ka vistas esoSie
Prevotellaceae ir specializ&jusas sarezgitu polisaharidu sagremosana un doming€ mikrobiota,
kad tiek pielietota ar augu Skiedrvielam bagata bariba (17) Rychlik, 2020).



Starp mazako phyla, kas saistita ar nobriedusu mikrobiotu, bija ievéribas cieniga baktériju
klatbiitne, kas var stimulét glotu slana veidoSanos, kas tap&c ir saistita ar veseligu zarnu,
pieméram, Mucispirillum, kas tiek uzskatits par biomarkieri brivas turéSanas audzetajas vistas
(19).

Daziem bakteriju taksonomiem, kas pieder pie Barnesiellaceae un Rikenellaceae dzimtas,
samazinajas relativais daudzums, kad putni tika baroti ar papildinatu baribu. Sie taksonomi
pieder pie Bacteroidale kartas, kas ietver gramnegativas anaerobas kokobakt€rijas, ar
saharolitiskam un proteolitiskam darbibam. Barnesiellaceae ir ierosinata taksonomiska grupa,
kas vél nav raksturota. Rikenellaceae ir konstatéts pelu aklaja zarna ar augstu tauku satura
izraisitu aptaukoSanos un, Skiet, ir loti jutiga pret perturbacijam zarnu mikrobiota, piem&ram,
pret antibiotiku vai probiotiku piedevas izraisitam (16).

Tadu pasu samazinajumu novéroja Methanobrevibacter gadijuma. Daudzi metanogéni izmanto
H> un CO; ka substratus metana sintézei. Metanoggni ka vienigie enterala metana razotaji ir
atbildigi par lopkopibas nozares ieguldijumu klimata parmainas un tadgjadi ir kluvusi par
pétniecibas centru klimata parmainu mazinaSanas stratégiju izstradé. 16S rRNS génu
sekvences, kas ciesi saistitas ar noteiktam Methanobrevibacter gints sugam, ir vienas no
visbiezak sastopamajam sekvencém kunga-zarnu trakta paraugos no majlopiem.

Viena no cecal galvenajam funkcijam ir nesagremojamu polisaharidu baktériju fermentacija,
lai razotu isas keédes taukskabes, kuras var absorbét saimnieka epitélija §finas. So lomu pilda
noteiktas Firmicutes (pieméram, Lachnospiraceae vai Ruminococcaceae) un Bacteroidetes
(20). Lachnospiraceae dzimtas bakterijas nav sastopamas vai loti reti sastopamas jaunos calos
(21).

Visbiezakais bakteriala gastroenterita c€lonis ir kampilobakterioze, kas ir Campylobacter spp.
baktériju izraisita infekcija. Iepriek$¢ja pétijuma Latvija, kas bija vérsts uz Campylobacter
izplatibu broileru razoSana, tika konstatéts 51% Campylobacter sastopamibas raditajs. Turklat
C. jejuni bija doming&josa bakteriju suga, un ta tika konstatéta 96% no visiem Campylobacter
izolatiem, savukart C. coli tika konstatéta tikai dazos paraugos (22). Tapeéc Campylobacter
slodzes samazinaSana vai pat dazu Campylobacter sugu izskausana no vistu zarnam dotu
labumu sabiedribas veselibai.

Proti, kampilobaktériju relativais daudzums dzivniekiem, kuri sanéma 30 mg/kg skujkoku
biezo ekstrakta piedevu, joprojam bija lidzigs kontrolparaugiem. Minéto baktériju daudzums
levérojami samazinajas, palielinot devu (60 mg/kg), kas norada, ka mazaka deva nebiitu
pietiekama, lai panaktu vélamo ietekmi uz aklas zarnas mikrobiotu. Sadus novérojumus par
patogéno bakt€riju samazinasanos ieteicams turpinat nakamajos pétijumos, izmantojot
starptautiski atzitas Campylobacter noteikSanas un uzskaitijjuma metodes, pieméram, tas, kas
aprakstitas ISO 10272.

Lai gan $is pétijums ir ierobeZots ar nelielo paraugu daudzumu, tas tomér parada vélamas
tendences izmainam broileru mikrobiota attieciba uz piedevas devas daudzumu.

Papildus informacija: Kodu un detaliz€tas programmatiiras versijas, ko izmanto secibas
apstradé un analizg, ir dokument&tas un pieejamas GitHub: https://github.com/jkibilds/chicken-
feed-microbiome-2021. Visi DNS sekvencés$anas lastjumi no §1 pétijuma ir deponéti Eiropas
Nukleotidu arhiva ar pievienosanas numuru PRJEB46042.
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5.3. Biosaimnieciba ZS “Skujas”

ZS “Skujas” projekta piedalijas ar caliem, kas bija skilusies viena datuma no saimniecibas in-
kubacijas olam. Tika veidotas 4 calu grupas, katra pa 20 putniem. 3 calu grupas bija eksperi-
mentalas, viena - kontroles grupa. Katra no trim eksperimentalajam grupam cali sanéma pa-
pildbaribu, saturoSu atskirigu skuju bieza ekstrakta daudzumu.

1 grupai izbarojama papildbariba saturgja skuju bieza ekstrakta daudzumu atbilstosu 30 mg/kg,
2 grupai — 60 mg/kg un 3 grupai — 90 mg/kg.

Eksperimenta pirmas nedélas laika, sakoties calu kriSanai tika partraukta koncentréta (90
mg/kg) premiksa lietoSana.

Premiksus, kuri satur&ja skuju bieza ekstrakta daudzumu, atbilstosu 30 mg/kg un 60 mg/kg
lietoja ka papildbaribas sastavdalu eksperimentalai grupai 4 ned€las. Ta ka nedglas laika cala
svars palielinajas, papildbariba katram nakoSajam 7 dienam bija jaiemaisa premikss-koncen-
trats, saturo$s skuju biezo ekstraktu daudzumu atbilstosi aprékinam. Premikss un pagatavotais
maistjums glabasanas laika noslanojas, jo papildbaribai nebija vienads dalinu lielums.

Ta ka premiksi ir vairak vai mazak kepigi, tad, ka to ir atziméjis ZS Skujas 1pasSnieks, premiksa
masa jaapmaisa un jasamaisa ar papildbaribu lidz daudzmaz viendabigai masai. Sadarbibas par-
tneris eksperimenta sakuma noverojis, ka pagatavotais papildbaribas un premiksa maisijums
nav viendabigs nevienado dalinu lieluma dél un premiksa mazas dalinas dienas beigas paliek
trauka.

Viendabigaku maisijumu sadarbibas partnerim izdevas pagatavot samaisot premiksu ar mitri-
natu papildbaribu. Lietojot Sadu maisijumu, smalkas frakcijas dalinas vairs netika novérotas.

ZS Skujas 1paSnieks atzimé, ka:

1. Eksperimenta laika loti patikams bija papildbaribas aromats, kas ar laiku piepildija ar
calu grupu novietnes, kas saglabajas pat péc pakaiSu mainas.

2. Noslédzoties calu barosanai, kliistot par jaunputniem tika saglabatas divas grupas, kas
dzivoja vienados apstaklos ar1 ziema. 1. grupa bija 15 putni, kas calu vecuma tika
baroti ar papildbaribu 2. grupa 15 putni, kas tika baroti ar kontroles baribu. Ar papild-
baribu calu vecuma barotie jaunputni saka dét 6 méneSu vecuma pie ara temperatiiras
zem 0° C, tacu kontroles baribas grupa saka dét 7,5 méneSu vecuma. Noverojam ari,
ka 1 grupas putni olas d&ja regularak, neka kontroles grupas putni.

3. Objektivie dati (anketu analize) parliecinosi pieradija, ka visi dzivnieki labprat uznem
eksperimentalo baribu, attistas un uzvedas adekvati situacijai. Nekadi veselibas trau-
c&jumi eksperimenta laika nebija konstatéti.

4. Eksperimentalo calu svara dinamika bija pozitiva un svara pieaugums bija ~ 8 %.



5.4. Biosaimnieciba ZS “LIEPAS”

Sadarbibas partneris ZS “Liepas” TpasSnieks ir iesniedzis sekojosu informaciju par skuju biezo
ekstraktu saturosas baribas lietoSanu.

Padomju saimniecibas vitaminu piedevai un vielu mainas uzlabosanai, slaucamajam govim zie-

mas pastaigu laukumos izédinaja skujotus €glu zarus , ko lopini labprat apgrauza un rezultats
bijavisuma pozitivs.

Protams, nekadi izmeklgjumi par iespaidu uz dzivnieku vielu mainu $ai sakara netika veikti, un
objektivi veselibas raditaji netika fikséti. Sobrid pieejama skuju pasta, vai skuju parstrades pro-
dukts varétu pozitivi iespaidot dzivnieku veselibu, tatu méginot izédinat premiksa-koncentrata
maisTjumuarplacinatugraudubaribu garSasipasibas laikam bija licllopiem ne visai pienemamas.
Kaut cik min&to baribu saka &st péc 3-4 dienam un divu ménesu laika jaunie piena teli 5 Iidz 8
ménesu vecuma iemacijas apest ap 150 gramus diena katrs. Tas ir nepietiekosi, lai nodroSinatu
intensivu galas Skirnes jaunlopu attistibu.

Secinajums: laiizveidotu lopbaribas piedevu, Kas satur skuju apstrades produktu japievieno citi
baribas komponenti, kas uzlabo apédamibu, tadi ka melase, klijas u.c. V&l derétu izpétit skuju
piedevu pienesumu dzivnieku vielumainu unveselibu.

Objektivie dati (anketu analize) pieradija, ka eksperimenta iesaistitie dzivnieki divu ménesu
laika bija pieradusi pie eksperimentalas baribas un apéda ap 150 gramiem diena. Jaunlopi attis-
tas un uzvedas adekvati situacijai. Nekadi veselibas traucjumi eksperimenta laika nebija kon-
stateti.

5.5. Biosaimnieciba SIA “ZAILLAIS KURSS”

Sadarbibas partneris SIA “ZALAIS KURSS” ir atstitijis atskaiti ar informaciju par
eksperimentalas baribas piemé&rotibu jéru baroSanai.

Ar mérki parbaudit eksperimentalas baribas piemérotibu jéru barosana, SIA ,,ZALIS KURSS”
ganampulka tika noskirta 20 jéru grupa 18-22 kg dzivsvara. Lidz noSkirSanai jéri tika baroti ar
ganibu zali, brivi pieejamu sienu un 0,8kg auzu diena uz 1 dzivnieku.

Pec noskirSanas auzu vieta jéru grupai tika izbarota eksperimentala bariba sekojosas devas:

e Pirmaja nedéla no 17.05-23.05 jéri sanéma 1,2 kg/diena spekbaribu, sastavoSu no
premiksa nr.1 sajaukta ar 168 kg auzu.

e Otraja nedela no 24.05-30.05 jéri sanéma 1,3 kg/diena spekbaribu, sastavoSu no
premiksa nr.2 sajaukta ar 182 kg auzu.

e TreSaja nedéla no 31.05-06.06 jéri sanéma 1,4 kg/diena spekbaribu, sastavosu no
premiksa nr.3 sajaukta ar 196 kg auzu.

e Ceturtaja nedela no 07.06-13.06 jéri sanéma 1,5 kg/diena spekbaribu, sastavosu no
premiksa nr.4 sajaukta ar 210 kg auzu.

Bariba tika izbarota kopgja sil€, nodroSinot brivu piekluvi visiem jériem vienlaicigi.



Secinajumi:

Eksperimenta pirmaja nedéla spekbariba tika ap@sta 1énak — no sakuma apédot ar
premiksu nesajaukusas auzas. TacCu katras dienas gaita bariba tika apé€sta visa. Sakot no
otras eksperimenta ned€las vidus, piedavata bariba tika ap&sta neskirojot.

Izmainas kunga darbiba un védera izeja nevienam jéram netika konstatétas. Dzivnieki
jutas labi, pienémas svara

Objektivie dati (anketu analize) parliecinosi pieradija, ka visi dzivnieki labprat uznem
eksperimentalo baribu, attistas un uzvedas adekvati situacijai. Nekadi veselibas
trauc&jumi eksperimenta laika nebija konstatéti.



6. Diskusija par projekta pieteikuma nosprausto mérka un
uzdevumu sasniegSanu

Premiksu — bio papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijuma kvalitate ir atkariga no pa-
pildbaribas dalinu lieluma un sastavdalam. Papildbaribas dalinas lielakas par 4 mm un mazakas
par 0,5 mm veido ar skuju biezo ekstraktu nedaudz kepigu masu.

Optimalakais dalinu lielums ir 2 — 3 mm. Lipigaku masu veido arT skuju bieza ekstrakta kon-
centracija.

Sadarbibas partneris no ZS Skujas arT ir atzimgjis, ka premiksa dalinu lielums un premiksa un
papildbaribas maisijuma dalinu lielums ietekmé skuju biezo ekstraktu saturosas baribas izbaro-
Sanu caliem.

Velams papildus izpétit papildbaribas sastavdalu ietekmi uz premiksu, saturos$u skuju biezo
ekstraktu kvalitati, konsistenci. Japadoma v&l par skuju ekstrakta sastavdalu kvalitates nodro-
SinaSanu premiksu uzglabasanas laika.

Hlorofilu saturs un karotinu izoméru summa paraugos varie. So aktivo vielu daudzumu
paraugos ietekmé skuju bieza ekstrakta daudzums paraugos. Bez tam hlorofila un karotinu
izoméru daudzums paraugos samazinas So vielu oksidéSanas dél glabasanas laika. Atlikusas
sastavdalas (E vitamins, K grupas vitamini, fitosterins (g.k. B-sitosterins), poliprenoli, skvaléns,
mineralvielas, taukskabju, svekskabju, divbazisku, okso- un oksiskabju natrija sali, vaski,
gteriska ella, Gidens, diterpéni u.c., skuju biezais ekstrakts satur vairak neka 500 biologiski
aktivo vielu), var veiksmigi izmantot visa lietoSanas perioda. PaSu biezo skuju ekstraktu bez
sastavdalu izmainam var uzglabat 36 ménesus (3 gadus).

Bioefektivo, skuju biezo ekstraktu saturoSo dzivnieku baribu var uzglabat 3 méneSus 25° C
temperatlira, tumsa vieta.

Tas nozimé, ka premiksus jagatavo konkrétam, 1sam lietoSanas laikam. Lai varétu premiksus,
saturoSus skuju biezo ekstraktu uzglabat un lietot ilgaku laiku nepiecieSams izpétit iesp€ju iz-
mantot antioksidantus.

Skuju biezo ekstraktu saturosi Skidrumi ir dazadi. Stabila suspensija iegiita izmantojot ka ski-
dinataju attirito ideni un attirito tideni, saturoSu 20% etanola. V€lams papildus izpétit suspen-
siju sastavu, 1pasibas un lietoSanas iespgjas.

Fitobiotiku pozitiva ietekme uz dzivnieku veselibu galvenokart ir saistita ar augu sastava eso-
Sajiem kimiskajiem savienojumiem un to kombinacijam, ieskaitot terpenoidus (mono- un
sesquiterpenes, steroidus), fenolus (taninus), glikozidus, alkaloidus (spirtu, alhididu, ketonu,
esteru, &teru un laktonu veida), flavonoidus un glikozinolatu. (23). Priezu skuju arstnieciskas
Ipasibas var biit saistitas ar to bioaktivajam vielam, piemé&ram, karotinu, terpenoidiem, fenola
savienojumiem, taniniem un alkaloidiem (24).

Sadarbibas partneris no ZS “Liepas” informgja, ka premiksa-koncentrata maisijumsar placinatu
graudu baribu garSasipasibas dél jaunlopiem bija ne visai pienemams.



Lietojot priezu skuju ekstraktu, ka baribas papildinataju, jarekinas ar to riigtas, savelkosas
garsas (galvenokart tantnu dél) ietekmi uz baribas apeédamibu dazadam dzivnieku sugam. At-
gremotajiem garSas karpinas ir bagatigi izvietotas mutes dobuma, un tiem vislabak patik uznemt
salu vai saldu baribu, savukart riigta bariba samazina kop&jo baribas apeédamibu. STiemesla d&l
nobarojamiem jaunlopiem noverots samazinats uznemamas papildbaribas daudzums. Pievieno-
jot Sos ekstraktus baribai, ieteicams tos iemaisit melas€, un tad kopé&ji maisitaja bariba (TMR),
kas mazinatu riigto garSu un iesp&ju izSkirot vai apést tikai garsigako baribas sastavdalu.

Savukart putniem garSas receptoru ir daudz mazak, ka ziditajiem, un tie galvenokart atSkir
saldu, skabu un salu garSu. Tikai reti putni atSkir rigtu garSu [12]. ST iemesla d€l miisu ekspe-
rimenta cali labprat &da priezu skuju ekstraktu saturo$u papildbaribu.

Eksperimentali pieradits, ka izstradatai eksperimentalai bioefektivai dzivnieku baribai, kura
satur skuju biezo ekstraktu nav stimulgjosa iedarbiba uz dzivnieka organismu. Skuju biezais
ekstrakts, p&c biitibas (analiz&jot pieejamo literatliru un miisu pétijumus ) nesatur vielas, kuras
vareétu izmaintt vistu dé€Sanas funkciju un hipertrofisko dztvnieka masas picaugumu.

Putnu désanas funkcija ir pati par sevi filogenétiski attistijusies ka reprodukcijas stabilaka
sisteéma. Kvalitativas attiecibas olu satura (lipidi/olu dzeltenums un olbaltuma vielas) iesp&jams
var izmainities pielietojot selektivus sintetiskos/dabigos stimulatorus (tos nevar lietot
biologiskas saimniecibas). Tada gadijuma var prognozé&t, ka kvalitativas proporcijas starp
lipidiem un olbaltumu vielam diez vai izmainisies skuju bieza ekstrakta ietekme. Varbit var
izmainities /paatrinaties désanas cikls, kas bija eksperimentali konstatéts.

Biologiska (dabiga) désanas procesa var mainities olu izmé&ri un masa, bet ne butiski kvalitativie
raditaji.

Tapéc izanalizet kvalitativi d€j€jvistu olas, kuras sanéma eksperimentalo bioefektivo baribu ar
skuju biezo ekstraktu, nebija lietderigi.

Savukart projekta realizacijas gaita aktualizgjas eksperimentalo pétijjumu dala, kura saistita ar
1zstradatas eksperimentalas bioefektivas baribas, saturosas skuju biezo ekstraktu, iedarbibu uz
zarnu trakta mikrobiotu /mikrobiomu. Sis aktivitates nebija ieklautas apstiprinata darbu plana
un bija atkarigas no pirma etapa - bioefektivas dzivnieku baribas, kura satur skuju biezo
ekstraktu, izstrades procesa, glabaSanas un prognoz€jamo pielietojumu. Uzskatu, ka
bioefektivas dzivnieku baribas, kura satur skuju biezo ekstraktu izp&te saistiba ar zarnu trakta
mikrobiotu ir vertigaka projekta sastavdala, jo mikrobiotas un saistitie ar to imunitates pozitivie
raditaji parasti ietekmé dzivnieka veselibas stavokli, partikas pieejamibu, svara dinamiku utt.

Mikrobiota ir ievérojami daudzveidiga tikai aklaja zarna un resnaja zarna (17). Veselai
pieaugusai vistai aklaja zarna kolonizgjas visvairak grampozitivi un gramnegativi bakteroidi,
kas veido apm. 90% no mikrobiota un atlikusie - parasti ir grampozitivas aktinobaktérijas un
gramnegativas proteobaktérijas (17). Nemot véra gremoSanas trakta anatomisko specifiku
(putnu aklas zarnas funkcionalo aktivitati), vislabak bioefektivo dzivnieku baribu -
papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijumu var izmantot putnkopiba (cali, vistas).



Par caliem: pozitivie rezultati calu aklas zarnas mikrobioma

Relativais Campylobacter daudzums caliem, kuri sanéma papildbaribu, saturosu 30 mg/kg
skuju biezo ekstraktu, bija Iidzigs ar kontroles paraugiem. So patogéno bakteriju skaits ievéro-
jami samazinajas tikai caliem sanemot lielaku skuju bieza ekstrakta devu (60 mg/kg). Tas no-
radija, ka ar minimalo skuju ekstrakta devu nepietiek, lai sasniegtu vélamo ietekmi uz aklo
zarnu mikrobiomu. Sis novérojums attieciba uz patogéno baktériju samazina$anos ir jaizpéta
turpmakajos petijumos, izmantojot starptautiski atzitas metodes Campylobacter noteikSanai un
uzskaitiSanai, pieméram, ISO 10272.

Starp Cetram eksperimenta grupam, divas, kuras pielietoja ar skuju ekstraktu bagatinatu papild-
baribu, konstatéja gramnegativas Bacteroidetes gints tris baktériju daudzuma palielinasanos,
kas parasti ir atrodamas zarnu mikrobiota visiem siltasinu dzivniekiem: Bacteroides, Odori-
bacter un Prevotellaceae. So sugu palielina$anas veicina baribas (ipasi polisaharidus saturo3os,
Skiedrainas) sagremos$anas procesus zarnas. Bakteroidiem ir svariga loma sarezgitu makromo-
lekulu sadali$ana un acetata un propionata generésana ka galvenajos fermentacijas produktos
(16). Odoribacter spgj butiratu razot, fermentgjot lizinu un reducgjot sukcinatu (17). Butirats,
1sas k&des taukskabes tiesi stimul@ absorbcijas virsmas palielinasanos, nomac zoonozes pato-
geénu augsanu, izraisa saimnieka aizsardzibas peptidu ekspresiju un modulé saimnieka epigené-
tisko regulgjumu (18). In vitro p&tijumi norada, ka vistas Prevotellaceae ir specializ&jusas sa-
rezgitu polisaharidu Skel$ana un dominé mikrobiota, kad ir iz€dinata bariba, kas bagatinata ar
augu Skiedram (17).

Savukart, Firmicutes gints Eubacterium hallii grupas baktériju daudzums tika samazinats. Tas
nozimé, ka Firmicutes / Bacteroidetes gints sugu attieciba samazinas. Cilvekiem zarnas Firmi-
cutes un Bacteroidetes (F/B attieciba) attieciba biezi korel¢ ar kermena svaru. F/B attieciba ir
ieveérojami augstaka cilvékiem ar aptaukoSanos un ievérojami samazinas svara zuduma laika
(Ley et al., 2005). Tatad skuju ekstraktu sanémuso calu dzivmasa vargtu bt relativi vairak
muskulu un mazak tauku, kas ir ieteicams, So putnu galu lietojot veseliga cilveku uztura.

Eksperimentali pieradits, ka izstradata bioefektiva dzivnieku papildbariba, kura satur skuju
biezo ekstraktu, pozitivi iedarbojas uz dzivnieka zarnu trakta mikrobiotu/mikrobiomu
(eksperiments ar caliem). Analiz€jot So objektivo faktu, var secinat, ka Sada bariba var
iedarboties pozitivi uz jebkura dzivnieka (cilvéka) zarnu trakta mikrobiotu. Ka zinams, zarnu
trakts ir lielakais imiinkompetentais organs (70% no kopgjas imunitates reguléSanas procesiem
notiek ar zarnu trakta palidzibu). Mikrobiotas disbalanss var provocet un izraisit vispargju
imunitates disbalansu, pievienojot vai attistot jebkuras slimibas. Citi objektivi dzivnieka
veselibas raditaji (asins analizes, urina analizes, asins biokimija, muskulattiras biopsija utt.)
parasti atSkiras no normativiem parametriem, ja dzivnieks saslimst un ir nepiecieSama
specializ&ta veterinara palidziba.

Izstradatajai bioefektivajai dzivnieku baribai, kura satur skuju biezo ekstraktu, atSkiriba no
citiem premiksiem, ir ilgstoSa profilaktiska iedarbiba uz visu dzivnieka organismu.

Papildus pétfjumi, saistiti ar eksperimentalas bioefektivas baribas, saturoSas skuju biezo
ekstraktu, iedarbibu uz zarnu trakta mikrobiotu, veikti noteikta kartiba bez kop€ja budzeta
izmainam.



7. Secinajumi

Projekta planotais darba meérkis ir sasniegts. Ir izstradata bioefektiva papildbariba caliem,
jériem, jaunlopiem biologiskam saimniecibam.

Planotie uzdevumi izpilditi:

1. Skuju bieza ekstrakta sastava esoSo tideni neskistoSo un slikti SkistoSo vielu dé] pagatavot
skuju biezo ekstraktu saturoSus tdens Skidumus vai Skidrumus nav iesp&jams. Dulkaini
Skidrumi, Skidrumi ar nogulsn€m nav derigi ka piedeva putnu vai dzivnieku dzeramajam
tdenim.

2. Izstradati premiksu sastavi, veidoti no dazadam bio papildbaribam un skuju bieza ekstrakta.
Precizéta premiksu gatavoSanas tehnologija. Pagatavoto premiksu konsistences kvalitate ir
atkariga no bio papildbaribas dalinu lieluma un sastavdalam.

3. Ir izstradatas un izmantotas analizu metodes karotina un hlorofila noteikSanai skuju biezo
ekstraktu saturoSajos Skidrumos un premiksos, saturoSu dazada sastava biopapildbaribu.

4. Eksperimentalo calu svara dinamika bija pozitiva un svara pieaugums bija ~ 8 %.

5. Papildus ir veikta calu zarnu DNS ekstrakcijas un rRNS génu sekvencéSanas procediira
ceakalajiem paraugiem.

6. Papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijumu var glabat 3 me&nesus 25° C tumsa vieta..
Projekta realizacijas gaita eksperimentali pieradits, ka ilgakas glabaSanas perioda skuju bieza
ekstrakta sastavdalu - hlorofila, karotinoidu daudzumi samazinas.

Labakus lietoSanas rezultatus var sasniegt gatavojot katru 7. (septito) dienu jaunu dzivnieku
bioefektivo papildbaribas maisijumu ar skuju biezo ekstraktu

7. Visi eksperimenta iesaistitic dzivnieki (cali, vistas, jéri, jaunlopi) labprat lietoja
eksperimentalo bioefektivo baribu — papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijumu visa
barosanas perioda (28 dienas). Jaunlopiem pirmajas dienas (3-4 dienas) bija atturiga reakcija,
kura pargaja (izbeidzas) sestaja lietoSanas diena. Tadu reakciju var izskaidrot ar jaunlopu
specifisko zarnu trakta funkcionalo darbibu — atraugas un palielinats gremosSanas periods (var
biit tapat ka lietojot humani - specifiski riigta baribas garSa). Caliem, vistam un jériem $adas
reakcijas netika konstattas. Nemot véra gremoSanas trakta anatomisko specifiku (putnu aklas
zarnas funkcionalo aktivitati), vislabak bioefektivo dzivnieku baribu - papildbaribas un skuju
bieza ekstrakta maisijumu var izmantot putnkopiba (cali, vistas).

8. Eksperimentali pieradits, ka izstradata bioefektiva dzivnieku papildbariba, kura satur skuju
biezo ekstraktu, pozitivi iedarbojas uz dzivnieka zarnu trakta mikrobiotu/mikrobiomu
(eksperiments ar caliem). Analiz€jot So objektivo faktu, var secinat, ka $ada bariba var
iedarboties pozitivi uz jebkura dzivnieka (cilvéka) zarnu trakta mikrobiotu. Ka zinams, zarnu
trakts ir lielakais imiinkompetentais organs (70% no kop€jas imunitates reguléSanas procesiem
notiek ar zarnu trakta palidzibu). Mikrobiotas disbalanss var provocét un izraisit vispargju
imunitates disbalansu, pievienojot vai attistot jebkuras slimibas. Citi objektivi dzivnieka
veselibas raditaji (asins analizes, urina analizes, asins biokimija, muskulatiiras biopsija utt.)



parasti atSkiras no normativiem parametriem, ja dzivnieks saslimst un ir nepiecieSama
specializ&ta veterinara palidziba.

Izstradatajai bioefektivajai dzivnieku baribai, kura satur skuju biezo ekstraktu, atSkiriba no
citiem premiksiem, ir ilgstoSa profilaktiska iedarbiba uz visu dzivnicka organismu.

9. Mikrobiotas un ar to saistitie imunitates pozitivie raditaji parasti ietekmé dzivnieka veselibas
stavokli, partikas pieejamibu, svara dinamiku utt.

e Objektivi netika konstatéts neviens eksperimentala dzivnieka slimibas gadijums
(nebija vajadzibas izsaukt vetarstu un lietot veterinarijas arstnieciskos lidzeklus);

e Visa bioefektiva dzivnieku partika tika izlietota un normali sagremota (vizuali ne-
kadu izmainu eksperimentu laika nekonstatgja);

e Eksperimentalo calu svara dinamika bija pozitiva un svara pieaugums bija ~ 8 %.

e Tada pati dinamika tika objektivi konstateta aitam un jaunlopiem. Vienigi, statistiski
korekti, eksperimenta varétu piedalities vairak jaunlopu, bet eksperimenta piedalijas
tik daudz jaunlopu, cik atvélgja saimnieciba. Visi dzivnieki, kuri piedalijas eksperi-
menta, attistljas bez izmainam.

10. Nemot veéra to, ka dzivnieka veseliba/stress, mikrobiota, imunitate un attistiba ir parasti
savstarpgji saistiti, var objektivi prognozget, ka plasa bioefektivas partikas pielietosana, kuras
sastava ir skuju biezais ekstrakts, uzlabos jebkuras biologiskas/industrialas saimniecibas eko-
nomiskos raditajus un attistis lauksaimniecibas nozari.

Planojot izmantot bioefektivu dzivnieka baribu, kura satur skuju biezo ekstraktu, nepiecieSams
rekinaties ar baribas pasizmaksas pieaugumu.

11. Bioefektivas dzivnieku baribas izstrades rezultatus planots publicét specializeta starptatiska
izdevuma. Sagatavota publikacija “Changes in broiler chicken gut microbiome caused by
feeding supplemented with conifer needle extracts?”.

1 Skuju bieza ekstrakta 1 (viena) kilograma cena uz $o bridi — 2021. g. — varétu bat ~ 50 EUR/kg.
2 Skatit pielikuma



8. Rekomendacijas

Pamatojoties uz pétnieciska darba pozitiviem rezultatiem varam rekomend@t jaunputnu
audzetajiem bagatinat papildbaribu vai pamatbaribu ar skuju bieza ekstrakta piedevu. Atskaites
5.nodalas 5.1.2. apaksnodala ir dotas formulas apré€kiniem un aprakstita papildbaribas vai
pamatbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijuma gatavoSana.

Lietojamais skuju bieza ekstrakta daudzums
Bioefektivas baribas pagatavoSanas piemérs

Bioefektivas dzivnieku baribas izstrades procesa var izmantot AS “Dobeles dzirnavnieks” riip-
nieciski razoto produkciju (piemé&ram, Pilnvértiga bariba 0 — 8 nedélas veciem caliem biosaim-
niectbam, DOFEED-Papildbaribas 2,5% putniem biologiskajam saimniectbam, Bio papildba-
riba 0 — 2 ménesus veciem teliem, Pilnvértiga bariba () — 28 dienas veciem broileriem biosaim-
niectbam u.c.), biologiskas saimniecibas razoto papildus baribu no biologiski audz&étam izejvie-
lam (biologiski audz&tam auzam, mieziem, kvieSiem, sojas pupam utt.), samaisot to noteikta
kartiba ar skuju bieza ekstrakta daudzumu, kura aprékinasanai lieto dzivnieka masu un ekstrakta

devu uz kg (30 mg/kg vai 0.03 g/kg).

Piemers

Cala masa 270 g vai 0,270 kg.

Lietojamais skuju bieza ekstrakta daudzums vienam calim viena diena =
30 mg ekstrakta x 0,270 kg (cala masa) = 8,1 mg ekstrakta vai

0,03 g ekstrakta x 0,270 kg (cala masa) = 0,0081 g ekstrakta.

Par cik papildbaribas maisijumu ar skuju biezo ekstraktu var gatavot ned€lai, aprékinato
ekstrakta daudzumu un paredz&tas papildbaribas masu vienai dienai jareizina ar 7. Iegtito skuju
bieza ekstrakta un paredzétas papildbaribas daudzumus nedglas lietosanai vél jareizina ar calu
skaitu, kuriem izbaros papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maistjumu.

Skuju bieza ekstrakta un papildbaribas daudzums katrai nakoSai ned€lai palielinasies nemot
vera cala masas pieaugumu nedela.

Izmantojot doto paraugu, lietojamo ekstrakta daudzumu var aprékinat art citiem dzivniekiem.

Eksperimentali pieradits, ka jebkura biologiska un industriala saimnieciba var veiksmigi un
praktiski izmantot So vienkarSo raZoSanas shému.

Bioefektivas dzivnieku baribas izstrades procesa svarigi ieverot higiénas prasibas, samalSanas
tehnologiju (ja izmanto biologiska saimnieciba biologiski razoto papildus baribu), maisijuma
gatavosanas tehnologiju (Papildbaribas un skuju bieza ekstrakta maisijuma gatavosana nedélai
planotam dzivnieku skaitam).

Skuju bieza ekstrakta aprékinato daudzumu pievieno nelielam aprekinatas papildbaribas
daudzumam un samaisa lidz viendabigam maisijumam. Pargjo papildbaribas daudzumu
pievieno pa dalam. P&c katras papildbaribas dalas pievienoSanas masu maisa lidz viendabigam
maisijumam. Katrai ned€lai jagatavo atseviSks papildbaribas un skuju bieza ekstrakta
maisijums, nemot véra dzivnieka masas palielinasanos nedglas laika.



Baribas glabaSanas termin$

Bioefektivo, skuju biezo ekstraktu saturoSo dzivnieku baribu var uzglabat 3 méneSus 25°C
temperatiira, tumsa vieta. Projekta TstenoSanas gaita eksperimentali pieradits, ka ilgakas uzgla-
baSanas perioda dala no skuju bieza ekstrakta sastavdalam (hlorofils, karotinoidi) pariet cita
forma. Atlikusas sastavdalas (E vitamins, K grupas vitamini, fitosterins (g.k. B-sitosterins), po-
liprenoli, skvaléns, mineralvielas, taukskabju, svekskabju, divbazisku, okso- un oksiskabju nat-
rija sali, vaski, eteriska ella, iidens, diterpéni u.c., skuju biezais ekstrakts satur vairak neka 500
biologiski aktivo vielu), var veiksmigi izmantot visa lieto$anas perioda. Pasu biezo skuju eks-
traktu bez sastavdalu izmainam var uzglabat 36 ménesus (3 gadus).

Tomer labakus lietoSanas rezultatus var sasniegt, gatavojot jaunu dzivnieku bioefektivo
papildbaribas maisijumu ar skuju biezo ekstraktu katru 7. (septito) dienu. Svariga ir optimala
izlietoSanas planosana.

Izvertgjot caliem izbarotas papildbaribas, bagatinatas ar skuju biezo ekstraktu pozitivo ietekmi
uz calu organismu un ZS Skujas saimnieka iegtito informaciju eksperimenta laika, uzskatam,
ka bariba, saturoSa skuju biezo ekstraktu batu jaizmégina izbarot ari jaunputniem un
picaugusiem putniem. Tapat butu nepiecieSams atkartot $ada veida calu baroSanas
eksperimentu un noverosanu Iidz olu désanas beigam uzskaitot izdétas olas un citus raditajus,
lai noskaidrotu citus papildu ieguvumus no §ts papildbaribas lietosanas. Nakosais solis varétu
biit divu lielaku putnu grupu barosana, 100 un vairak putni viena grupa.

Ja nepiecieSama papildu informacija:

Juris Rubens, tel.: 29212315, e-pasts: juris_rubens@inbox.lv,
Ilze Barene, tel.: 29551817, e-pasts: llze.Barene@rsu.lv.
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Abstract

The worldwide development of antibiotic resistant pathogens emerged partly from the use of
sub-therapeutic concentrations of antibiotics delivered in poultry feed. This has led to the need
for alternative methods to improve the growth and health of poultry. For that reason, feed
additives with antibacterial properties are widely used. The effect of dietary supplement of pine
needle extract on chicken intestinal health and on the composition of caecal microbiota under
non-challenged conditions were investigated. Three groups of chickens with 20 representatives
in each were fed with supplemented food in various concentrations for 40 days. Afterwards, the
effect of feed additives on the chicken gut was assessed. When pine needle extract was
supplemented to the diet in different concentrations, increased relative abundance of
Bacteroidaceae, Marinifilaceae, Prevotellaceae, and Deferribacteraceae was revealed in the
chicken caeca. The opposite trend was observed for the abundance of Rikenellaceae,
Barnesiellaceae, Campylobacteraceae, Methanobacteriaceae, Lachnospiraceae, and
Synergistaceae. This study demonstrates trends towards desirable changes in the chicken
microbiome.

Keywords:
Microbiome, poultry, biological farm, feedstuff, pine needle extracts

1. Introduction

For more than 50 years, antibiotics have been used to enhance the growth and to prevent or
reduce the incidence of infectious diseases in poultry and livestock (Ma et al. 2021). Antibiotic
usage has enhanced the health and well-being of poultry by reducing the incidence of disease
and has facilitated efficient production of poultry. The risk concerning residues of antibiotics
in edible tissue and products that can produce allergic or toxic reactions in consumers is known
to be negligible because only antibiotics that are not absorbed in the digestive tract were
authorized as growth promoters (Donoghue 2003). However, concerns about the development
of antimicrobial resistance and the transfer of antibiotic resistance genes from animal to human
microbiota led to the withdrawal of approval for antibiotics as growth promoters in the
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European Union since January 1, 2006 (Castanon 2007). Therefor natural feed additives that
improve poultry health and production is needed.

Several growth and health promoting properties have been attributed to certain plant-derived
products that could see increased usage in the poultry industry. These benefits are derived by
improving the gut health, including increasing the digestibility of feed, modifying digestive
secretions, as well as sustaining and improving gut histology. Furthermore, some phytobiotics
stabilize the microbiome, thus reducing the production of microbial toxins. The positive effect
of phytobiotics is mainly linked to active plant constituents, including terpenoids (mono- and
sesquiterpenes, steroids), phenolics (tannins), glycosides, alkaloids that may be present as
conjugates, flavonoids, and glucosinolate (Diaz-Sanchez et al. 2015). Various elements of
woody herbs (needles, shoots, etc.) in the form of infusions, extracts, and ointments have
historically been used in folk and traditional medicine (Bhardwaj et al. 2021). Pine needles,
being one of the products derived from coniferous trees, have been used in traditional Chinese
medicine to treat diseases, such as wind-cold-dampness arthralgia, traumatic injury,
sleeplessness, eczema, and oedema. The medicinal properties of pine needles may be related to
their bioactive substances such as carotenoids, terpenoids, phenolic compounds, tannins, and
alkaloids (Guo et al. 2018). It has been reported that the pine needles showed anti-inflammatory
and anti-bacterial abilities against E. coli, S. aureus, B. subtilis in vitro studies (Zeng et al.
2011).

The gut microbiota comprises resident microorganisms in the digestive tract of the host. The
gut microbiota is closely linked with host health and disease status. In recent years, a large body
of research has demonstrated that diet influences the composition of animal gut microbiota
(Chen et al. 2019). Microbiota of the chicken is well differentiated across the gastrointestinal
compartments (crop, proventriculus, gizzard, duodenum, ileum, caecum, and the colon) due to
different physicochemical conditions, mainly the pH, growth substrate availability, redox
potential, and antimicrobial activity of host secretions. Moving down the gastrointestinal tract,
the availability of growth substrates decreases (Apajalahti et al. 2016). The crop, proventriculus,
and gizzard are dominated by Lactobacilli due to the strong selection by pH. Microbiota is
significantly diverse only in caecum and colon (Rychlik 2020). Due to the decreasing redox
potential from proximal to distal intestine, the proximal intestine also supports the growth of
facultative anaerobic bacteria and the small intestines from healthy chickens contain few strict
anaerobes, but the caecum and colon are characterized by the presence of rich microbiota
dominated by strict anaerobes, which are usually specialized in utilising feed that is not digested
by the host, e.g. resistant starch or protein, or carbohydrate fractions excluding starch and free
sugars (non-starch polysaccharides) (Apajalahti et al. 2016). The absolute count of
microorganisms is low in the small intestine (approx. 10° CFU per gram of digesta), and very
high in the caecum (approx. 10*® CFU per gram of digesta and approx. 1000 species). In a
healthy adult chicken the caecum is usually colonized by Gram-positive Firmicutes and
Gram-negative Bacteroides, which constitute approx. 90% of the microbiota, and the remaining
phyla are usually Gram-positive Actinobacteria and Gram-negative Proteobacteria. Although
this is the consensus composition of the microbiota in chicken caecum, there can be highly
individual variation without signs of abnormality. However, all of these four phyla are always
found in caeca of normal adult chickens (Rychlik 2020).

The purpose of this study was to evaluate the effect of dietary supplement of pine needle
extract on chicken intestinal health and on the composition of caecal microbiota under non-
challenged conditions.



2. Materials and methods

Experimental and sampling procedures
Management of birds was implemented by strictly following the recommendations of the Food
and Veterinary Service of the Republic of Latvia. The birds were reared in a biological farm
and slaughtered in a poultry farm during the standard process for meat production. The
slaughterhouse performed its activity according to the requirements of the Council Regulation
(EC) No 1099/2009 of 24 September 2009 on the protection of animals at the time of killing.

Twenty-one-day-old chickens were randomly divided into three groups that correspond to three
treatments with twenty birds replicates per treatment. All three groups were reared in the bio-
logical farm where birds were kept separately in the specially designed aviaries indoors and
outdoors. Feed and water were offered ad libitum. The three treatments comprised the following
diets: group A received the standard non-supplement diet and acted as a control group; group
B was fed standard diet supplemented with pine needle extract in the concentration 30 mg of
extract per kg of bird body weight (b.w), group C was fed standard diet supplemented with pine
needle extract in the concentration 60 mg extract per kg of b.w. The supplemented feed was
prepared once a weak taking into account actual birds’ weight, replicates, daily feed intake and
time period (Table 1).

The commercially available feed that is intended for feeding laying hens from the first day
of life to 8 weeks of age was used as basal diet and it consisted of wheat, oat, soybean, saccha-
romyces cerevisiae, calcium carbonate, vitamin A, vitamin D3, vitamin E, vitamins B, vitamin
K3, and trace elements: iron, zinc, manganese, copper, cobalt, selenium, digestion promoters.

The duration of the experiment was 40 days after which five individuals per each treatment was
randomly selected and slaughtered via cervical dislocation to collect caecal contents for micro-
biome analysis. In a special sterile box, the samples were sent to the laboratory while packed
inice.

Feed supplemented with pine needle extract

Pine needle extract was obtained from vegetable raw material - green coniferous biomass of
Baltic pines (Pinus sylvestris). Pinus sylvestris have been given the status of Novel Food by
European Food Safety Agency (EFSA 2021). Pine needle extract was prepared by the use of
organic solvent for the extraction of wood green conifers, followed by the separation of
coniferous wax, treatment with aqueous alkaline solutions, acidification with mineral and
organic acids, settling, layer-by-layer separation, distillation off the solvent traces (Roshchin et
al. 1994). This industrial method makes it possible to obtain the most complete conifer needle
extract containing more than one hundred hydrophobic and hydrophilic biologically active
compounds in natural ratios. Obtained natural product in the form of dark green mass with
characteristic smell and taste of pine is also known as chlorophyll-carotene paste. The main
chemical components of pine needle extract are sodium chlorophyllin and other chlorophyll
derivates (4-16 g/L, pB-carotene and other carotenoids (200-1200 mg/L), vitamin E (300-500
mg/L), vitamin K group (12-20 mg/L), sodium salts of fatty, resin dibasic, oxo- and oxyacids
(44-60%), minerals (5-7%), waxes (5-8%), phytosterols, polyprenols, squalene (Bespalov et al.
2006).

Before the experiment it was checked that the composition of needle extract does not change
during long-term storage, the growth of pathogenic and fungal flora is not observed. Previous
pilot studies (data not published) showed that the optimal dose for consumption was assumed



as 30-60 mg pine needle extract per kg of animal weight. Based on this data the amount of
supplement was calculated for feeding.

DNA extraction and 168 rRNA gene sequencing procedure for caecal samples

DNA was extracted from 100 mg of caecal contents using the ZymoBIOMICS 96 Magbead
DNA Kit from Zymo Research. The sequencing library preparation was performed by
following the protocol published by Illumina (document number 15044223 Rev. B). Briefly,
the variable regions V3-V4 of bacterial 16S rRNA gene were targeted by primers designed by
Klindworth et al. (2013). In a two-step protocol, the first round of PCR amplified the target and
added Illumina sequencing adapters. Nextera XT set A barcodes were added during the second
round of PCR. KAPA HiFi DNA polymerase was used for all amplification reactions.
Sequencing was performed on an Illumina MiSeq, using v3 600-cycle reagent kit to produce
2x300 bp paired-end reads. A DNA extraction negative control and mock community DNA
(ATCC MSA-1002) were sequenced along with the sample libraries for quality control
purposes.

Bioinformatics data analysis
All of the sequence processing was done within QIIME2 software environment (Bolyen et al.
2019). First, the primer sequences were trimmed from the reads using Cutadapt (Martin 2011).
The trimmed reads were denoised with the DADA2 algorithm (Callahan et al. 2016) to produce
error-corrected amplicon sequence variants (ASVs). Taxonomic classification of ASVs was
performed with VSEARCH (Rognes et al. 2016) against the silva_138 NR99 SSU rRNA
database (Quast et al. 2013).

Alpha and beta diversity calculations were performed on normalized ASV feature tables,
from which singletons and sequences representing irrelevant taxa (eukaryotes, chloroplasts, and
mitochondria) had been removed. For feature count normalization, SRS algorithm (Beule et al.
2020) was used set to 114666 features per sample (the lowest denoised and filtered feature
count among all samples). The observed feature count (richness), Shannon’s index (Shannon
1948), and Simpson’s index (Simpson 1949) were used as metrics of within-sample (alpha)
diversity. Between-sample (beta) diversity was calculated as Bray—Curtis dissimilarity
(Serensen 1948) and generalized UniFrac distance (Chen et al. 2012). Spearman’s rank
correlation tests were performed to assess the relationships between microbiome diversity
metrics and feeding supplement dose. A two-sided Mantel test was applied to identify the
correlation between beta distances and distances in the received feed supplement concentration.
Additionally, denoised read count was used as a variable in the same tests in order to assess the
sequencing depth as a confounding factor. Associations between feed supplement dose and
abundance of microbiome features were analyzed using general linear models as implemented
in the MaAsLin2 R package (Mallick et al. 2021).

3. Results

Summary of 16S rRNA gene sequencing
In total, 6423182 paired-end reads were generated from the fifteen samples, ranging from
361090 to 489066 reads per sample. After trimming and denoising steps, 2,144,509 features
remained. The mean number of features per sample was 142,967, from the lowest coverage of
121,506 features to the highest of 158,486. Alpha diversity rarefaction curves were generated
to verify that sufficient sequencing depth had been achieved. Saturation of Shannon diversity
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index and the observed feature richness was achieved at approximately 10000 and 110000
features, respectively, for all feeding groups (not shown). Examination of read counts and
taxonomic profiles of negative control and mock community did not raise any concerns of
contamination or poor performance of the sequencing process.

Diversity of caecal microbiota and the trends observed in feeding groups
The major bacterial phyla that were observed were Firmicutes (53.44% average relative
abundance), Bacteroidota (33.14%), Actinobacteriota (6.43%), Fusobacteriota (1.60%), and
Proteobacteria (1.37%). For the rest of phyla, the abundance was less than 1% on average. The
composition of each sample at the phylum level is represented in Fig. 1.

Next, the effect of pine needle extract feeding supplement on the alpha diversity of caecal
microbiomes was evaluated. Three different alpha diversity measures were calculated.
Spearman correlation revealed a significant relationship (P = 0.0014) between the observed
feature count and denoised read count per sample, which was expected, as more spurious ASVs
can appear with increased depth of sequencing. However, other alpha diversity indices did not
correlate with the sequencing depth, thus it was assumed that the other diversity measures were
not biased by sample read counts. The observed feature count and Simpson’s index did not
significantly correlate with the dietary supplement concentration, whereas Shannon’s index
showed a negative correlation with the dietary supplement dose (p = -0.6236, P = 0.013).

To evaluate the between-sample (beta) diversity, Bray-Curtis and generalized UniFrac
distances were calculated between all samples. There was no significant correlation between
the beta diversity metrics and read count, thus assuring that these metrics were also not biased
according to the sequencing depth. Both Bray-Curtis and generalized UniFrac beta diversity
metrics showed a significant positive correlation with the feeding supplement dose (p =
0.473644, P =0.001 and p = 0.267187, P = 0.003, respectively).

Eleven differently abundant genera in the caecal microbiota from birds fed a pine needle
extract-supplemented feed as compared to the control group were identified using a general
linear model framework (Table 2). Four of them, belonging to the families of Bacteroidaceae,
Marinifilaceae, Prevotellaceae, and Deferribacteraceae, were more abundant when the feed was
supplemented with pine needle extract. Seven other genera were less abundant when the birds
were fed with supplemented feed: two belonging to the family Rikenellaceae and others
belonging to Barnesiellaceae, Campylobacteraceae, Methanobacteriaceae, Lachnospiraceae,
and Synergistaceae.

4. Discussion

The microbial community present in the gastrointestinal tract has been widely associated
with factors involving the health of chickens, such as the immune system, the physiology of the
digestive system, and the exclusion of pathogens, as well as the performance in production.
Feed additives are widely used to improve chicken gut health and to stimulate performance.

According to the bacterial meta-analysis of chicken caecal microbiota, Firmicutes was the
most prevalent phylum, followed by Bacteroidetes and Proteobacteria (Cardenas et al. 2021).
In our study, a similar abundance profile was observed for Firmicutes and Bacteroidetes, but
the next most abundant phylum was Actinobacteriota, followed by Fusobacteriota and then
Proteobacteria. However, the distribution of Fusobacteriota was very uneven among the
chickens tested in our study.



It was observed that Shannon’s alpha diversity index significantly correlated with dietary
supplement dose while Simpson’s index did not, indicating that the shift in microbiome
composition affects mainly the minority taxa, not the dominant ones, since Shannon’s index
gives more weight to species richness and thus is more sensitive towards minor features (Kim
et al. 2017). The significant correlation between the beta diversity measures and the difference
in the feeding supplement dose received by each chicken demonstrates that a general shift in
the caecal microbiome composition can be observed despite the small sample size and notable
inter-individual variation in microbiome profiles (see Fig. 1).

Among the four taxa that were more abundant when the feed was supplemented with pine
needle extract were a gram-negative genus of Bacteroides that are common gut microbiota
members in all warm-blooded animals (Kollarcikova et al. 2020). Bacteroides play an important
role in breaking down complex macromolecules and generate acetate and propionate as major
fermentation products (Carrasco et al. 2018). Odoribacter is capable of butyrate production via
lysine fermentation and succinate reduction (Rychlik 2020). Butyrate, a short-chain fatty acid
that directly stimulates an increase in the absorptive surface area, suppresses the growth of
zoonotic pathogens, induces the expression of host-defense peptides, and modulates host
epigenetic regulation (Gustavo et al. 2020). Chicken isolates belonging to the family
Prevotellaceae have not been characterised in detail. In vitro culturomics studies have indicated
that chicken Prevotellaceae are specialised in the digestion of complex polysaccharides and
dominate in the microbiota when feed enriched for vegetable fiber is common (Rychlik 2020).
Among the minor phyla associated with the mature microbiota, there was a noteworthy presence
of bacteria with the potential to stimulate mucus layer formation, which are therefore associated
with a healthy gut, like Mucispirillum found only in free-range slow-growing chickens and at
higher levels in 81-day-old free-range slow-growing chickens where it was a biomarker (Ocejo
et al. 2019).

For a few bacterial taxa belonging to the families Barnesiellaceae and Rikenellaceae,
decreased relative abundance was observed when birds were fed with supplemented feed. These
taxa belong to the order Bacteroidales that encompass gram-negative anaerobic coccobacilli,
with saccharolytic and proteolytic activities. Barnesiellaceae is a proposed taxonomic group
that has not been yet characterized. Rikenellaceae have been found enriched in the caeca of
mice with high-fat diet-induced obesity and seem to be highly susceptible to perturbations in
the gut microbiota, such as those caused by antibiotics or probiotics supplementation (Carrasco
et al. 2018).

The same decrease was observed for Methanobrevibacter. Many methanogenic archaea, or
methanogens, use H> and CO- as substrates to synthesize methane. As the only producers of
enteric methane, methanogens are responsible for the contribution of livestock industries to
climate change and have thus become the focus of research toward developing mitigation
strategies. The sequences of 16S rRNA genes closely related to certain species belonging to the
genus Methanobrevibacter are among the most frequently found sequences in gastrointestinal
tract samples from livestock (St-Pierre et al. 2015).

One of the main functions of caecum is bacterial fermentation of indigestible
polysaccharides to produce short chain fatty acids that can be absorbed by the host's epithelial
cells. This role is fulfilled by certain classes of Firmicutes (such as Lachnospiraceae or
Ruminococcaceae) and Bacteroidetes (Richards et al. 2019). The bacteria of Lachnospiraceae
family are absent or very sparse in young chickens (Diaz-Sanchez et al. 2019).



There are phyla and genera that may appear in the microbiota of adult hens but are not
universally distributed in all individuals, and these include Synergistetes (Cloacibacillus sp.)
(Rychlik 2020).

The most common cause of bacterial gastroenteritis is campylobacteriosis, which is an
infection caused by Campylobacter spp. bacteria. A previous study in Latvia that was focussed
on the prevalence of Campylobacter in broiler production revealed an occurrence rate of 50.6%
for Campylobacter. Furthermore, C. jejuni was the dominant bacterial species and was detected
in 95.7% of all Campylobacter isolates, while C. coli was found only in some samples
(Meistereet et al. 2019). Therefore, the reduction of Campylobacter loads or even eradication
of certain Campylobacter species from the chicken gut would entail a benefit for public health.

Notably, the relative abundance of Campylobacter in animals receiving 30 mg of pine needle
extract per kg of b.w. was still similar to control samples. The abundance of said bacteria
decreased significantly only with the higher dose (60 mg/kg), indicating that the lower dose
would not be sufficient to achieve the desired effect on the caecal microbiome. This observation
regarding the reduction of pathogenic bacteria should be investigated in further studies by using
internationally recognized methods for the detection and enumeration of Campylobacter, such
as those described in 1ISO 10272.

Conclusions:

Although limited by the small sample size, this study nevertheless demonstrates trends
towards dose-dependent desirable changes in chicken microbiome, resulting from
supplementing chicken feed with pine needle extract. Some positive outcomes were observed
with increasing dose, such as a reduction in the relative abundance of Campylobacter. The
effect of pine needle extract on Campylobacter abundance and prevalence should be
investigated further, especially targeting the species that are pathogenic to consumers of
poultry.

5. Supporting information

The code and detailed software versions used in the sequence processing and analysis are
documented and available at GitHub repository https://github.com/jkibilds/chicken-feed-
microbiome-2021. All DNA sequencing reads from this study have been deposited at European
Nucleotide Archive under accession number PRJEB46042.
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Table 1. Preparation of supplemented feed

Week 1  Week2  Week3  Week4
Average body weight per bird 200 g 270 g 3409 4109
Amount of daily intake of feed per bird 24 ¢ 29 ¢ 349 38¢
Amount of feed for 20 birds for 7 days 3360 ¢ 4060 g 4760 g 5320 ¢
Group B (30 mg extract per kg b.w.)
Amount of daily intake of extract per bird 6.0 mg 8.1 mg 102mg 12.3mg
Amount of extract for 20 chickens for a week 840 mg 1134 mg 1428mg 1722 mg
% of supplement in feed 0.025 0.027 0.030 0.032
Group C (60 mg extract per kg b.w.)
Amount of daily intake of extract per bird 120mg 16.2mg 204mg 24.6mg
Amount of extract for 20 chickens foraweek 1680 mg 2268 mg 2856 mg 3444 mg
% of supplement in feed 0.050 0.054 0.060 0.064
Table 2. Differentially abundant taxa in the caecal microbiota
Coefficient Q
Phylum Class Order Family Genus from linear P value
value
model
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 0.0543 0.0126  0.1428
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Barnesiellaceae -0.5771 0.0051  0.0956
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Marinifilaceae Odoribacter 0.2604 0.0010  0.0520
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Prevotellaceae 0.5776 0.0115 0.1428
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Alistipes -0.1958 0.0251  0.1963
Bacteroidota Bacteroidia Bacteroidales Rikenellaceae Rikenellaceae -0.5106 0.0273  0.1963
RC9 gut group
Campilobacte- Campylo- Campylobactera-  Campylobactera- Campylobacter  -0.6528 0.0040  0.0956
rota bacteria les ceae
zi;errlbacte- Deferribactere  Deferribacterales g;;f:rrlbactera- Mucispirillum 0.2749 0.0013  0.0520
Euryarchaeota Metha_no- Methanobacteria- Methanobacteria- Methanobrevi- -0.1979 00261 0.1963
bacteria les ceae bacter
Firmicutes Clostridia Lachnospirales Lachnospiraceae Eubgcterlum -0.1817 0.0060  0.0956
hallii group
Synergistota Synergistia Synergistales Synergistaceae Cloacibacillus -0.2144 0.0171  0.1685

Figure caption. Fig. 1. Phylum-level composition of the caecal microbiota of chicken. Three

groups (five replicates in each group) represent different treatments, as indicated.



