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Celem pracy byla ocena efekiywnosci oddziatywania na mikroflor¢ przewodu pokarmowego
$win preparatéw bakteryjnych zawierajacych szezepy o potencjalnym oddzialywaniu probio-
tycznym oraz preparatu zawierajacego kwas organiczny. Wykonano dwa doswiadczenia.
W doswiadczeniu I prosieta (16 szt.) Zywione standardowa mieszanka pedzielono na cztery
grupy. Prosietom z grupy KN nie Cgodawano dodatkow, prosieta K otrzyma(g antybiotyk
paszowy - flawomycyne, Lactiferm™ podano prosietom z grupy D1, a Biogen™ — prostetom
z grupy D2. Probiotyki podano po uredzeniu i w 12. dniu Zycia. Kal do badan pobrano
dwukrotnie, tydzien przed i 3 dni po odsadzeniu prosiat od loch. W II doSwiadezeniu 12
tucznikéw zZywionych systemem dwufazowym podzielono na cztery grupy. Grupa KN nie
otrzymata dodatku, tucznikom D3 podano z pasza Cylactin®, zwierz¢tom z grupy D4 podano
z mieszanka kwas benzoesowy, a tuczniki z grupy D5 otrzymywaly Cylactin™ i kwas benzo-
esowy. Katl do badai pobrano od zwierzat w I i II fazie tuczu, przy masie ciata okoto 40 i 70
kg. Wykorzystujac réine podtoza mikrobiologiczne wykonano ilosciowe oznaczenia mikro-
flory i morfologiczne drobnoustrojoéw oraz biochemiczna identyfikacje wybranych mikro-
organizméw (testy API). Uzyskane wyniki wskazujg na korzystne, prozdrowotne i determi-
nujace osiggniecie niskiego wspotezynnika coli/lacto oddzialywanie zastosowanych prepara-
téw na mikroflore przewodu pokarmowego prosiat i tucznikéw. Potwierdza to ich przydat-
nos¢ do praktycznego stosowania w chowie $wik.

SLOWA KLUCZOWE: $winie / preparaty bakteryjne / zakwaszacz / mikroflora Jelit

Korzystajac z odkrycia pozytecznej roli niektérych mikroorganizmdéw firmy bio-
technologiczne wytworzyly rozne dodatki paszowe, ktore nastgpnie znalazly zastoso-
wanie w praktycznym chowie zwierzat. Wdrozenie do praktyki poprzedzily badania
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wykonane na modelach zwierz¢cych. Wykazano w nich, ze probiotyki wplywaja ko-
rzystnie na stan mikrobiologiczny tresci jelit [91. Po ich podaniu liczebnoéé korzystnych
dla organizmu gospodarza bakterii, wykazujacych zdolnoéé do adherencji 1 czasowej
kolonizacji w przewodzie pokarmowym, si¢ zwigksza. Dzialajg one antagonistycznie
w stosunku do bakterii patogennych, wykazujac jednoczesnie duze zdolnosci do prze-
zycia w §rodowisku przewodu pokarmowego. Zwickszajg wykorzystanie paszy dzieki
produkcji i wydzielaniu enzyméw hydrolitycznych. Produkuja substancje antybakteryj-
ne, tj. kwasy organiczne, bakteriocyny i nadtlenck wodoru [15], konkurujg z patogena-
mi o sktadniki odzywcze, wykazuja adhezje kompetencyjng [5, 15). Dziataja na réznych
poziomach i za poérednictwem wielu mechanizméw; najczgsciej jest to oddzialywanie
pozytywne [1, 2,3, 7, 8].

Zamiennie za antybiotyki paszowe wprowadzono w Zywieniu trzody chlewnej do-
datki zawierajace potencjalnie probiotyczne szczepy bakterii, jak rowniez kwasy orga-
niczne. Ich stosowanie okazalo sig produkeyjnie korzystne [9, 10, 11, 12, 14].

Celem pracy byla ocena efektywnosci oddzialywania na mikroflor¢ przewodu po-
karmowego $win preparatow bakteryjnych zawierajacych szczepy o potencjalnym od-
dzialywaniu probiotycznym i/lub kwasu organicznego.

Material i metody

Wykonano dwa dodwiadczenia. W I dodwiadczeniu 16 prosiat podzielono na cztery
grupy (po 4 sztuki w grupie, ple¢ 1:1). Prosigtom z grupy KN (kontrolne negatywne)
nie podano zadnych dodatkéw. Prosi¢ta z grupy K (kontrolne) otrzymaty antybiotyk
flawomycyne, w ilodci 8 mg/1 kg mieszanki. Prosigtom do§wiadczalnym podano Lact-
ferm® (grupa D1), ktdry zawierat szczep Enterococcus Jaecium M-74 (NCIB 11181) -
w 1 dawce aplikacyjnej 5x10° CFU oraz wit. AD3E i Fe (40 g), lub Biogen® —
11,7x10'%/1 g (grupa D?), ktéry zawierat szczepy: Bifidobacterium bifidum BB-241, B.
bifidum BB-108, B. bifidum BB-94, B. bifidum BB-77, a takie Enterococcus faecium
EF-42, Lactobacillus acidophillus 1.A-31, Pediococcus acidilactici PAL-34 — jednora-
zowa dawka 0,3 g/szt. zawierata 2,88x1010, Wymienione preparaty podawano prosie-
tom dwukrotnie, tj. po urodzeniu i w 12. dniu zycia. Kal do badan pobierano na tydzieh
przed odsadzeniem i po 3 dniach od odsadzenia prosiat od loch.

W II do$wiadczeniu 12 tucznikéw obu plei tuczono systemem dwufazowym (25-55
kg, 55-100 kg). Zwierzgta podzielono na cztery grupy. Tuczniki z grupy kontrolnej
negatywnej (KN) nie otrzymywaty do mieszanki paszowej zadnego dodatku. W gru-
pach do§wiadczalnych zastosowano: grupa D3 — Cylactin® w ilogci 70 g/tong mieszan-
ki, zawierajacy szczep Enterococcus faecium NCIB 10415; grupa D4 — kwas benzoe-
sowy w ilodci 5 kg/tong mieszanki, grupa D5 - Cylactin® i kwas benzoesowy (1:1). Kai
do badan pobierano dwukrotnie, tj. w I i II fazie tuczn, przy masie ciata okoto 40 i 70 kg.

W badaniach mikrobiologicznych wykonano ilofciowe oznaczenia mikroflory
i morfologiczne drobnoustrojéw oraz biochemiczng identyfikacje wybranych mikroor-
ganizmow (testy API).
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W celu iloéciowego oznaczenia badanej mikroflory wykonano posiewy metods
plytek lanych i metody probowkowa. Przygotowano rozcieficzenia materiatu badawcze-
go od 10! do 10”7, naniesiono po I cm? zawiesiny na jalowe, puste szalki Petriego
1 zalewano je wystudzonymi do temperatury 50°C odpowiednimi podtozami mikrobio-
logicznymi. Dla kazdego podioza uzyto 2 réznych rozcieficzen materiatu biologicznego,
wykonano 3 powtérzenia dla kazdego rozcieficzenia.

Spoéréd kolonii wyrostych na roznych podiozach mikrobiologicznych wyodrebnio-
no rozne grupy mikroorganizméw — bakterii i grzybow. W celu oczyszczenia kolonii
wykonano posiewy redukcyjne. Podstawa do identyfikacji drobnoustrojéow i okreélenia
ich przynaleznogci systematycznej bylo zbadanie charakterystycznych cech dla dangj
grupy, rodzaju i gatunku, a nastepnie zanalizowanie informacji i okreélenie przynalez-
nosci systematycznej, zgodnie z systematyka wedlug Bergey’s Manual of Determinati-
ve Bacteriology. Do identyfikacji mikroorganizméw postuzyly: obserwacja morfologii
kolonii, ocena ksztattu komérki i reakcji na barwniki, cechy wzrostu, testy biochemiczne.

W badaniach mikrobiologicznych uzywano nastgpujacych podlozy: agar odzywczy
- AG (firma BTL Sp. z 0.0. Zaklad Enzymow i Peptonéw), agar odzywczy z dodatkiem
10% odwitdknionej krwi baraniej (firma Gramer Sp. 2 0.0.), podtoze agarowe wg Sabo-
uraud’a — S, wg Eijkmana — E, wg Mc Conkey’a - MC, agar — APT (firmy Merck®),
podloze wg Mana, Rogosa i Sharpe’a — MRS, podioze wg Burzyfskiej z azydkiem sodu
— AZ, wg Martina z dodatkiem streptomycyny — M. Uzyto APL-testy firmy BioMerieux
Sp. z 0.0. (API 50CH, API20A, API STREP), plynne podioza do API-testéw {AP1
S50CHL, API 204, API 20 Strep., Suspension medium 2 ml i 5 ml), odczynniki do API
Strep: ZYM A, ZYM B, NIT 1, NIT 2, NIN.

Temperatura inkubacji dla kazdej grupy badanych mikroorganizméw wynosila
30°C. Dla wigkszosci mikroorganizméw inkubacja trwata 48 godzin, dla promieniow-
cow Bifidobacterium spp. czas hodowli zwiekszano do 72 godzin. Hodowle prowadzo-
no w warunkach tlenowych, z wyjatkiem hodowli Bifidobacterium spp. Plytki z podlo-
zem Sabouraud’a umieszczano w anaerostatach i doprowadzano do beztienowych wa-
runkow za pomocy generatora Anaerocult®.

Do zliczania kolonii bakterii uzyto licznika firmy Stuart Scientific oraz mikroskopu
Swietlnego firmy Zeiss i mikroskopu Nikon Eclipse C 600 z kamera Nikon do cyfrowej
analizy obrazu. Zliczone kolonie bakteryjne, po uwzglednieniu stosowanego rozcien-
czenia, wyrazono w JTK w 1 g $wiezego kalu, a nastgpnie przeliczono na ilogé JTK w
1 g suchej masy (JTK g’ po uprzednim godzinnym suszeniu w temp. 105°C,

W celu oznaczenia proporcji ilo$ciowej miedzy bakteriami z rodziny Enterobacte-
riaceae a probiotycznymi bakteriami mlekowymi obliczono wspélczynnik coliflacto.

Wyniki i dyskusja

Doswiadczenie 1

W kale prosiat przed odsadzeniem, otrzymujacych po urodzeniu i w 12. dniu Zycia
dodatek preparatu probiotycznego ze szczepem Enterococcus faecium lub szczepéw
Bifidobacterium, stwierdzono wyisza liczbe bakterii kwaszacych, w poréwnaniu z pro-
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sigtami, ktdrym podano flawomycyne. Tendencji tej nie potwierdzono po odsadzeniu
prosigt. W grupie KN liczebno$¢ bakterii kwaszacych utrzymywata sie na w miare
stabilnym poziomie, natomiast w pozostatych grupach, tj. K, D1 i D2, nastapilo zmniej-
szenie ich liczebnosci (tab. 1).

Wysoka liczebnos¢ bifidobakterii w grupie K przed odsadzeniem moze wynika¢
z opornotei tych probiotycznych szczepéw na flawomycyne. Mogly si¢ one mnozy¢,
zajmujac nisze ekologiczne bakterii wrazliwych na antybiotyk. Wysoki poziom promie-
nioweodw Bifidobacterium spp. w grupie D2 wynikat z obecnosci tych drobnoustrojow
w mieszance probiotycznej w postaci az 4 réznych szczepow Bifidobacterium bifidum.
Po odsadzeniu liczba bakterii z rodzaju Bifidobacterium znaczaco si¢ obnizyla we
wszystkich grupach, co bylo zjawiskiem niepozadanym. Moze (o wskazywat na krot-
kotrwale oddzialywanie zastosowanych preparatéw, a nic na zaburzenia homeostazy
srodowiska bakteryjnego w przewodzie pokarmowym, bowiem nie obserwowano u pro-
siat zwigkszonego uwodnienia katu,

Wysoki poziom bakterii Enterococcus spp. przed odsadzeniem i jeszcze wyzszy po
odsadzeniu {podioze AZ) w grupie D1, wskazuje na doskonata przezywalno$é bakterii
z rodzaju Enterococcus w przewodzie pokarmowym. Wzrost liczby enterokokdw
w grupie K wynikat prawdopodobnie z oporno$ci tych bakterii na uzyty antybiotyk
paszowy.

W poréwnywanych grupach KN, K, D1 i D2 liczebno$¢ bakterii Lactobacillus spp.
1 Pediococcus spp. (podloze APT) przed i po odsadzeniu byta zmienna (tab. 1). Wzrost
liczby laktobacilli i pediokokéw w grupie K po odsadzeniu mégt byé spowodowany ich
opornodeiy na antybiotyk, Spadek ticzby tych bakterii w grupie D2 wynikat prawdopo-
dobnie z ich niskiej przezywalnoéci w warunkach wzmozonego stresu prosiat w okresie
okotoodsadzeniowym. Uzyskane rozbiezne wyniki dla bakterii kwaszacych wyrostych
na podiozu Eijkmana i bakterii z rodzaju Lacrebacilllus i Pediococcus wyrostych na
podiozu APT, wynikaja zapewne ze specyfiki tych drugich. Potrzebuja one do wzrostu
bogatszego w skladniki pokarmowe podloza. Warunki te spetnia podioze APT. Podloze
Eijkmana moze nie wystarcza¢ do optymalnego wzrostu tych bakterii. W badaniach na
podiozu Eijkmana obserwowano doskonaty wzrost enterokokéw, laktokokdw i w nie-
wielkim stopniu laktobacilli i pediokokdw, a tylko sporadycznie — wymagajacych wa-
runkdw beztlenowych bifidobakterii,

W poréwnywanych czterech grupach stwierdzono przed odsadzeniem niewielkic
roznice w 0gblnej liczbie bakterii katowych wyrostych na agarze odzywezym (tab. 1).
Po odsadzeniu dobry wzrost enterokokéw wystapit w grupie D1.

Liczebnos¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (podloze MC) byla w grupie KN,
w poréwnaniu do trzech pozostatych, zarowno przed jak i po odsadzeniu najwyzsza
(tab. 1). Flawomycyna w mieszance dla prosiat z grupy K przyczynita si¢ do spadku
liczebnogci bakterii z tej rodziny (w tym bakterii Proteus spp. i Escherichia coli) przed
odsadzeniem. Dwukrotny wzrost ich liczebnoici po odsadzeniu wskazuje na szybkie
1 skuteczne, ale tez krotkotrwale dzialanie antybiotyku, szczegolnie w sytuacji streso-
wej, jaka bez watpienia jest odsadzenie od matki. Po odsadzeniu, w grupach, w ktérych
zastosowano probiotyki (D1 i D2) liczebnos¢ potencjalnie patogennych drobnoustrojéw
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spadta nawet 1500-krotnie. To pozytywne zjawisko, $wiadczace o korzystniejszym i-
lojciowym skiadzie mikroflory w ww. grupach, potwierdzaja wyniki uzyskane przez
innych autoréw [5, 6, 9, 13, 15].

Podawanie prosigtom z pasza bakterii probiotycznych skutkuje obnizeniem pH tre-
Sci przewodu pokarmowego, gdyz produkuija one kwasy organiczne [4). Kwasny odczyn
sprzyja mnozeniu grzybow; taki wzrost stwierdzono w grupie D1 i D2 (tab. 1). Wlag-
ciwolci antagonistyczne szczepdw bakterii kwasu mlekowego w stosunku do nich oka-
zaly sie niewystarczajace i nie zahamowaly ich rozwoju. Spadek liczebnoséci grzybdw
strzgpkowych i drozdzy obserwowany po odsadzeniu w grupie DI, mégl wynika¢
z diuzszego dziatania antagonistycznego uzytego w tej grupie probiotyku niz antybio-
tyku (grupa K} i probiotyku podawanego prosigtom w grupie D2,
Tabela 2 — Table 2

Wspdlczynniki coliffacto w doswiadczeniu T
The coli/lacto indicators in experiment I

Grupa Wspélezynnik coliflacta — Indicator cofiflacte

Group przed odsadzeniem po odsudzeniu
before weaning after weaning

KN 0,46 0.47

K 0.06 0,65

DI 0,22 0,02

D2 0,13 0,10

KN - brak dodatku — without additives; K - antybiotyk flawomycyna — antibiotic flavomycin; D1 — Lactiferm:
D2 — Biogen

Wspdlezynnik coli/lacto (tab. 2), informujacy o proporcji ilodciowej miedzy bakte-
riami z rodziny Entercbacteriaceae a probiotycznymi bakteriami mlekowymi {najniz-
sza liczba pateczek okr¢znicy w stosunku do bakterii mlekowych), byl najkorzystnie;j-
szy dla grupy K przed odsadzeniem i grupy D1 po odsadzeniu. W grupach otrzymuja-
cych probiotyki wystapily wyraznie lepsze proporcje iloSciowe ww. bakterii w okresie
poodsadzeniowym, co wskazuje, ze mimo spadku liczby bakterii mlekowych po odsa-
dzeniu stan mikroflory nie zostat drastycznie zmieniony na karzy$é bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae.

Doswiadczenie 11

Liczba bakterii kwaszacych byla najwicksza w grupie D5 zaréwno w [, jak i II fazie
tuczu (podioze E) — tabela 3. Wskazuje to na korzystny stan mikroflory u $win rosna-
cych otrzymujacych tacznie probiotyk i zakwaszacz, w porownaniu do pozostatych
grup. W II fazie tuczu we wszystkich czterech poréwnywanych grupach nastapito
zmniejszenie liczby bakterii kwaszacych.

Liczebnos¢ beztlenowych promienioweéw z rodzaju Bifidobacterium (podloze S)
byta najwigksza w grupie D3 w 1 fazie tuczu i wysoka w grupie D5 w L i I1 fazie tuczu

(tab. 3). W II fazie tuczu, w pordwnaniu z faza I, nastapil spadek ich liczebnodci
w grupach KN, D3 i D4,
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Z danych zawartych w tabeli 3 wynika, ze liczba bakterii z rodzaju Enterococcus
(podloze AZ) byta najwigksza w I fazie tuczu w grupie D4 i w I fazie tuczu w grupie
D5. Obserwowany wzrost liczby bakterii w grupie D5 w II fazie tuczu, w poréwnaniu
z faza I, potwierdza korzysine wspétdziatanie obu zastosowanych dodatkéw; podanie
kwasu organicznego sprzyjalo rozwojowi bakterii mlekowych.

Liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus i Pediococcus (podloze MRS) byta w gru-
pach doswiadczalnych znaczaco wigksza w porownaniu z grupa KN (I faza tuczu).
Moze to $wiadczy¢ o synergicznym oddziatywaniu szczepdw probiotycznych Entero-
coccus faecium NCIB 10415 i bakterii Lactobacillus spp. oraz Pediococcus spp. Nie-
korzystny spadek ich liczebnoéci w II fazie tuczu wigzat sie ze zmniejszeniem produkeji
kwasu mlekowego i bakteriocyn, a uzyskany wynik wskazuje na ograniczona przezy-
walnoéé szezepdw Lactobacillus i Pediococcus.

Z agaru odzywezego najczgéciej izolowano bakterie z rodzajéw: Proteus, Escheri-
chia, Bacillus, Staphylococcus. Sa one bakteriami potencjalnie patogennymi. Ich naj-
wyzsza liczebno$é notowano w grupie KN, natomiast w grupach do§wiadczalnych bylo
ich nawet 5-krotnie mniej (tab. 3). Przewaga paleczek Gram-ujemnych i gronkowcdw
spowodowata zahamowanie wzrostu innych bakterii, w tym probiotycznych SZczepow
z rodzaju Enterococcus. Zadowalajacy wynik zaobserwowano w przypadku identyfika-
cji bakterii nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae (podtoze MC) — tabela 3. Liczeb-
nosc¢ tych potencjalnie patogennych drobnoustrojéw (w sklad ktérych wehodza m.in.
rodzaje Escherichia i Proteus) byta wiclokrotnie mniejsza w grupach dotwiadczalnych
niz w grupie KN. Uzyskane wyniki mogq tez sugerowaé silnicjsze dziatanie dodatku
podawanego tucznikom z grupy D3 na inhibicje wzrostu bakterii z rodziny Enteriobac-
teriaceae niz kwasu organicznego podawancgo tucznikom w grupie D4. Jak podaje
literatura tematu [5, 15]. spadek ilosci Gram-ujemnych bakterti kalowych jest Zwiazany
z obnizeniem zakwaszenia tresci, dzigki obecnosci kwasu mlekowego produkowanego
przez bakterie probiotyczne i inne bakteric fermentacji mlekowej.

W I fazie tuczu najwigkszg liczebnos§é grzybow strzepkowych (podioze M) stwier-
dzono w grupie KN, a najmniejsza w grupie D4 (tab. 3). W II fazie tuczu wystapit
w grupie D4 znaczacy wzrost liczebnosci grzybow strzepkowych t drozdzy. Swiniom
z tej grupy podawano z pasza kwas benzoesowy, a kwasy organiczne — jak podaja rézni
autorzy (5, 11] — moga wplywaé korzystnie na odezyn treéci przewodu pokarmowego.
i uzyskiwane wyniki chowu. Obnizone pH treéci sprzyja rozwojowi grzybdw i drozdzy.
W tredci przewodu pokarmowego $win otrzymujacych preparat probiotyczny (grupa
D3) stwierdzono mniejsza ilod¢ grzybow, gdyz zastosowany dodatek hamowat ich
WwZrost.

Wartoéei wspdlezynnikéw coli/lacto zaréwno w 1, jak i 11 fazie tuczu byly niskie,
co wskazuje na stabilizacjg ilosciowg mikroflory jelitowej tucznikéw (tab, 4). Liczba
bakterii coli w stosunku do bakterii kwasu mlekowego byla mniejsza w grupach dos-
wiadczalnych w pordwnaniu z grupg KN. Najnizsza warto§¢ wspétczynnika coliflacto
u tucznikbw otrzymujgeych probiotyk i kwas organiczny wskazuje na sumujgce, ko-
1zystne oddzialywanie zastosowanych dodatkéw na mikroflore jelit.
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Composition of intestinal microflora in faeces of piglets
and fatteners, receiving the addition of probiotic
preparation and/or benzoic acid

Summary

The aim of the work was to evaluate the effectiveness of impact of bacterial preparation,
containing strains with potential probiotic effect and of preparation, containing organic acid, on
microflora of alimentary tract of pigs. Two experiments were caried out. In experimen: 1, 16
piglets, fed the standard mixture, were divided into four groups. Piglets from group KN did not
receive any additives whereas piglets from K group received feed antibiotic — flavomycin. Lacti-
ferm® was added to feed for the piglets from group D1 and Biogen® - for the piglets of D2 group.
The probiotics were administrated after birth and on the 12" day of life. Facces for the experiment
were collected twice, one week before and 3 days after weaning of the piglets. In experiment II,

12 fatteners, fed by two-phase system, were divided into four groups. KN group did not receive
any additive while D3 fatteners received Cylactin® with their feed; the animals from group D4
were fed the mixture with the addition of benzoic acid and fatteners of group D5 received
Cy]actin® and benzoic acid in their feed. Faeces for tests were collected from animals in 1% and
o stage of fattening when body weights were equal to 40 and 70 kg. Quantitative biochemical
and morphological determinations of mictoorganisms, using different microbiological media, were
carried out (AP1 tests). The obtained results indicate the favourable and health-promoting effect of
the employed preparations on intestinal microflora of piglets and fatteners, decisive in teaching
alow coli/lacto coefficient. It confirms their suitability for practical application in pig management.
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