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Zmiany mikroflory jelitowej tucznikow pod wplywem
wybranych czynnikew zywieniowych

ANNA REKIEL, JULITTA GAJEWSKA*

Zaktad Hodowli Trzody Chlewnej Katedry Szczegétowej Hodowli Zwierzat Wydzialu Nauk o Zwierzetach SGGW,
ul Ciszewskiego 8, 02-786 Warszawa
*Zaktad Mikrobiologii Rolniczej Katedry Nauk o Srodowisku Glebowym Wydziatu Rolnictwa i Biologii SGGW,
ul. Nowoursynowska 159, 02-776 Warszawa

Rekiel A., Gajewska J.
Changes in the intestinal microflora of fatteners as affected by selected nutritional factors

Summary

The effect of selected nutritional factors on intestinal microflora was determined in two experiments with
fatteners (experiment I — 18 animals, classified into three groups and experiment II — 14 fatteners, divided into
two groups). In experiment I, the addition of a feed antibiotic — flavomycin, probiotic additive, containing
bacterial strain Pediococcus acidilactici MA18/5SM — and a prebiotic additive, containing cellular walls of
yeasts Saccharomyces cerevisiae strain 1026, were employed. In experiment II, a low or high fiber level in the

mixture was the experimental factor.

Based on the performed post-mortem examination of intestinal contents, a favorable influence of Pediococcus
acidilactici MA18/5M and Saccharomyces cerevisiae strain 1026 and of the high fiber level in the mixture on
the quantitative and qualitative composition of intestinal microflora of fatteners was determined. The number
of acidifying bacteria, including the potentially probiotic bacteria, increased and the number of bacteria
from Enterobacteriaceae genus and potential pathogens decreased, which is a favorable phenomenon.
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Sktad mikroflory jelit jest wzglednie staly w po-
szczegolnych okresach zycia zwierzeeia. Jego mody-
fikacja 1 zmiana aktywnosci moze nastgpowacé pod
wplywem przyjmowanego pokarmu, stresu i czynni-
kéw infekcyjnych. Wskazuja na to wyniki badan réoz-
nych autoréw (8, 21, 28, 29). [10o8¢ 1 rodzaj mikroorga-
nizmow zalezy tez od gatunku i rasy (15, 31). Pasza
oraz zawarte w niej wiokno wptywaja na populacjg
bakterii, wytwarzanie krotkotancuchowych lotnych
kwasow tluszczowych w jelicie slepym, masg jelit, pH
tesci (10) oraz przemiany lipidow (18). Oddziatuja
rowniez na stan oksydacyjny organizmu (25). Mozna
sadzi¢, ze sktadniki paszy, m.in. dodatki paszowe za-
wierajace antybiotyki paszowe, szczepy bakterii kwa-
su mlekowego, oligosacharydy, a takze poziom i ro-
dzaj wtokna moga wptywaé na sktad ilosciowy 1 ja-
kos$ciowy mikroflory jelit oraz przebieg trawienia (8,
11,12, 19, 21, 23).

Celem badan byto okreslenie wptywu wybranych
dodatkow paszowych oraz poziomu widkna w zywie-
niu rosnacych $§win na mikroflorg jelit tucznikdw.

Materiat i metody

W dwoch eksperymentach produkcyjnych obserwacja-
mi objeto 32 tuczniki. Tucz doswiadczalny rozpoczeto przy

masie 25 kg, a zakonczono ubojem przy masie 100 kg.
W doswiadczeniu I badaniami objgto 18 zwierzat podzie-
lonych na trzy grupy, kontrolna (K) i doswiadczalne (D1
1 D2), a w do$wiadczeniu Il 14 zwierzat podzielonych na
grupg kontrolna (K) i doswiadczalna (D).

W doswiadczeniu I tuczniki Zzywiono indywidualnie sys-
temem dwufazowym, pasz¢ dawkowano. Uzyte mieszanki
petoporcjowe mialy staly sktad surowcowy, stosownie do
okresu tuczu. Stosunek biatka do energii w paszy byt za-
chowany dla grupy K, D1 i D2, ale zr6znicowany w [ i 11
fazie tuczu (tab. 1) (1). Pasza podawana tucznikom zawie-
rata dodatki: grupa K otrzymywata antybiotykowy stymu-
lator wzrostu — flawomycyne, grupa D1 dodatek probio-
tyczny zawierajacy szczep bakterii Pediococcus acidilac-
tici MA18/5M, grupa D2 dodatek prebiotyczny zawieraja-
cy $ciany komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae,
szczep 1026 (tab. 1).

W doswiadczeniu Il w tuczu jednofazowym pasz¢ zada-
wano indywidualnie systemem semi ad libitum. Mieszanki
roznity si¢ sktadem surowcowym, co wynikato z potrzeby
zroznicowania zawartosci wtokna w paszy. Tuczniki Ki D
przez caty okres tuczu otrzymywaty paszg, w ktorej utrzy-
mano staty stosunek biatka do energii (tab. 1). Efekt ten
uzyskano poprzez dodatek tluszczu (grupa K). Tuczniki
kontrolne otrzymywaty mieszanke o niskiej, a doswiadczal-
ne o wysokiej zawartosci wtokna.
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Tab. 1. Uklad doswiadczen
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tlenowych w temp. 28-37°C, od-

Doswiadczenie | Dos$wiadczenie Il powiednio przez 24-72 h. Hodow-

le bakterii beztlenowych (Clostri-

Czynnik zZywieniowy Grupy dium perfringens i Pediococcus

Kontrolna | DoSwiadczalna | Doswiadczalna | Kontrolna | Doswiadczalna | spp. przeprowadzano w warun-

(K) 1(01) 2 (02) (K) (D) kach beztlenowych przy uzyciu

Liczba tucznikéw, szt. 6 6 6 7 7 anaerostatu BBL w atmosferze H,

Dodatek paszowy: 1 CO,, w obepnoéc_i katalizatora

_ palladowego i bigkitu metyleno-

IR * - - * * wego jako wskaznika warunkow
probiotyk - + - - - beztlenowych.

prebiotyk - - N - - W doswiadczeniu II do identy-

Poziom wiokna fikacji gatunkow bakterii wyko-

W mieszance Niski Niski Niski Niski Wysoki rzystano testy biochemiczne ﬁrmy

Rodzar R —— bioMerieux: API 50CH do iden-

odzaj wozu/zawartos¢ widkna, %: tyfikacji bakterii z rodzaju Lacto-

- tucz dwufazowy: bacillus, AP1 20A do identyfika-

I okres tuczu 3,22 3,38 2.86 - - CJ:i bgtlenowcéw Gram-dodat-

Il okres tuczu 2,67 2,60 3,32 - - nich i Gram-ujemnych, API Staph

do identyfikacji gronkowcow

- tucz jednofazowy: - - - 3,40 12,00 i mikrokokow. Przygotowanie za-

Stosunek biatka do staty dla grup: K, D1, D2; - - wiesin bakteryjnych obejmowato

energii w tuczu od 25 zmienny dla okreséw tuczu: i ll 13 12V_ 1 13 04\!_ 1 sprawdzenie czystosci kultur,

do 100 kg, g/1 MJ EM | okres - 13,57 : 1; Il okres — 12,70 : 1 ’ ’ okreslenie ich przynaleZnos’ci ga-

Po zakonczeniu obu do§wiadczen wszystkie tuczniki
ubito. Do badan mikrobiologicznych in vitro pobrano jato-
wo post mortem z poszczeg6Olnych odcinkow jelita cien-
kiego, tj. dwunastnicy, czczego i biodrowego oraz jelita gru-
bego po okoto 1 g materiatu. Do badan ilosciowych wyko-
nano dziesigciokrotne kolejne rozcieficzenia tresci jelita.
Wykorzystano je do posiewow ptytkowych (metoda plytek
lanych i posiewu powierzchniowego). Z mieszaniny wielu
kultur drobnoustrojow izolowano kolonie metoda posiewu
redukcyjnego. W celu poprawnej interpretacji wynikow
wykonano oznaczenia zawarto$ci suchej masy tresci jelit.

Do badan ilo$ciowych i jako$ciowych, w tym izolacji
czystych kultur i okreslenia przynaleznosci systematycz-
nej, uzyto podtoza mikrobiologiczne dla r6znych wskazni-
kow — (doswiadezenie I): wg Mueller-Hintona — og6lna licz-
ba bakterii; wg McConkeya — og6lna liczba bakterii (lac*
ilac") zrodziny Enterobacteriaceae; podtoze state wg Eijk-
mana — ogolna liczba bakterii kwaszacych; wg Rogosa,
Mitchell, Wiesmana z dodatkiem 5% soku pomidorowego
— ogo6lna liczba bakterii kwaszacych; wg Martina — ogdlna
liczba drozdzy i grzybow strzepkowych; agar odzywczy —
ogolna liczba bakterii Proteus vulgaris; wg Wilson-Blaira
— ogolna liczba bakterii Clostridium perfringens redukuja-
cych siarczyny oraz identyfikacja bakterii z rodzaju Pedio-
coccus. W doswiadczeniu Il uzyto: agaru MPA — izolacja
gronkowcow 1 mikrokokow; agaru odzywczego z dodat-
kiem 10% odwldknionej krwi baraniej — ogolna liczba drob-
noustrojow hemolitycznych i nichemolitycznych; podtoza
agarowego wg McConkeya — ogolna liczba bakterii z ro-
dziny Enterobacteriaceae; podtoza wg Kinga B — og6lna
liczba bakterii z rodzaju Pseudomonas; wg Sabourauda —
ogolna liczba drozdzy i grzyboéw strzgpkowych; wg Eijk-
mana — ogodlna liczba bakterii kwaszacych (13); agaru APT
— ogolna liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus. Hodowle
beztlenowcow wzglednych prowadzono w warunkach

tunkowej (posiew redukcyjny),
przesianie szczepow na podloze agarowe, a po 24 godzi-
nach inkubacji w temperaturze 37°C sporzadzenie zawie-
sin. Do podtozy API 20, API Staph, API SOCHL, API
50CHB (w zaleznosci od stosowanego testu) wprowadzo-
no zawiesiny bakterii o zmgtnieniu i ilo$ci odpowiadajacej
zalecanej w tescie (wg skali McFarlanda). Nastgpnie wy-
konano oznaczenia profili biochemicznych, przy zastoso-
waniu testow API. Wyniki odczytano postugujac sig¢ wzor-
cami, a ich interpretacji dokonano przy pomocy programu
komputerowego APILAB. Po wprowadzeniu wynikow
z testow API program przedstawiat gatunek lub liste ga-
tunkow tacznie z procentowym prawdopodobienstwem ich
identyfikacji. W wynikach wskazano peten profil bioche-
miczny danego drobnoustroju.

W oparciu o wyniki badah cech fizjologicznych, bio-
chemicznych oraz morfologicznych (obserwacje makrosko-
powe wyrostych kolonii oraz obserwacje mikroskopowe
preparatow przyzyciowych i termicznie utrwalanych, bar-
wionych m.in. metoda Grama, komorek izolowanych szcze-
pow), opisano wyizolowane gatunki bakterii postugujac sig
systematyka wg Bergey’s Manual of Determinative Bacte-
riology (3).

Wyniki i omowienie

Doswiadczenie I. Na ryc. 1-4 i w tab. 2 przedsta-
wiono liczebno$ci wybranych grup drobnoustrojoéw
w poszczeg6lnych odcinkach jelit tucznikéw kontrol-
nych (K) i dos$wiadczalnych (D1, D2). Izolowano na-
stepujace rodzaje bakterii: Escherichia, Pseudomonas,
Streptococcus, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococ-
cus, Staphylococcus, Proteus, Clostridium, rowniez
drozdze 1 mikroskopowe grzyby strzgpkowe. Dodat-
kowo w grupie D1 izolowano Bacillus.

W grupach doswiadczalnych w poréwnaniu z kon-
trolna liczebno$¢ bakterii probiotycznych byta okoto
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Ryec. 1. Liczebno$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (pod-
loze wg McConkeya) w tresci jelita Swin, doSwiadczenie I
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Ryec. 2. Liczebno$¢ bakterii kwaszacych (podloze Eijkmana)
w tresci jelita §win, doSwiadczenie I
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Ryc. 3. Ogélna liczba bakterii kwaszacych (podloze wg Ro-
gosa, Mitchella, Wiesmana z dodatkiem 5% soku pomidoro-
wego) w treSci jelita Swin, doSwiadczenie I

1000 x wigksza. Wptyngto to prawdopodobnie na
zmniejszenie 10-100 x liczebnosci bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae w grupie D1 1 D2. W grupie K
znacznie czgsciej niz w grupach doswiadczalnych
stwierdzano obecnos¢ szczepu Clostridium perfringens
redukujacego siarczyny. W tresci jelit zwierzat z gru-
py D2 stwierdzono ponadto w poréwnaniu z grupa K
i D1, mniejsza liczebnos$¢ grzyboéw strzgpkowych
1 bakterii Proteus vulgaris, a wyzsza tetrakokow z ro-
dzaju Pediococcus. Obserwowane w badaniach wias-
nych korzystne zmiany w mikroflorze jelit tucznikdw,
ktore w paszy otrzymywaty probiotyczny szczep bak-

Ryec. 4. Liczebno$¢ grzybow strzepkowych (podloze wg Mar-
tina) w tresci jelita Swin, doSwiadczenie I

terii Pediococcus acidilactici (grupa D1) znajduja po-
twierdzenie w licznych opracowaniach (14, 16, 22, 24,
26). Pozytywny wplyw na mikrofloreg jelitowa stwier-
dzono tez po podaniu prebiotyku (grupa D2), co po-
twierdzaja wyniki badan innych autorow (4, 6, 7, 17,
27, 30).

Doswiadczenie I1. Zestawienie ilo§ciowe mikroor-
ganizméw w 1 g suchej masy tresci jelitowej z po-
szczegolnych odcinkéow przewodu pokarmowego
z grupy kontrolnej i dos§wiadczalnej przedstawiono na
ryc. 5-9. Bakterie izolowane post mortem od zwierzat
to: grupa K — E. coli, Pseudomonas sp., Sarcina sp.,

Tab. 2. Liczebno$¢ wybranych grup drobnoustrojéw wyrostych na réznych podlozach (doswiadczenie I) (g'sm™)

. Kontrolna | Doswiadczalna 1 | DosSwiadczalna 2
L:Ic::g' symbol jelita
1 2 3 4 1 2 3 4 1 2 3 4
A 1010 109 109 108 1010 1010 1010 1010 1010 | 1010 1010 1010
B 1,46 x 108 | 1,46 x 108 | 7,10 x 107 | 1,19 x 107 | 2,70 x 108 | 1,29 < 108 | 2,95 x 108 | 2,69 x10% | <10 | <10 | 8,01 x102 | <10
c 101 102 102 101 <101 <101 0 <101 101 0 0 107

Objasnienia: Symbol jelita: 1 — dwunastnica, 2 — jelito czcze, 3 — jelito biodrowe, 4 — jelito grube; Liczebnos¢ wybranych grup
drobnoustrojow: [A] — ogolna liczba bakterii wyrostych na podtozu wg Mueller-Hintona — rzad wielkos$ci; [B] — liczebno$¢ bakterii
Proteus vulgaris wyrostych na agarze odzywczym; [C] — liczebno$¢ bakterii Clostridium perfringens redukujace siarczyny na pozyw-

ce wg Wilson-Blaira



928 Medycyna Wet. 2006, 62 (8)
70 127
;0:3 —~ 60+ :E 10
K e 501 X
2 Fw g g 8+
3 401 8T
g G
ge 30 g2
N [ 44
g~ 2 §-
|
10+ 21
0 T T . ! 0 g g
Jelito: dwunastnica  jelito czcze  jelito biodrowe  jelito grube Jelito: dwunastnica  jelito czcze  jelito biodrowe  jelito grube
O Niski poziom widkna w paszy @ Niski poziom witékna w paszy
H Wysoki poziom wiékna w paszy B Wysoki poziom wtékna w paszy

Rye. 5. Liczebno$¢ bakterii z rodziny Pseudomonas (podloze
wg Kinga B) w tresci jelita §win, doSwiadczenie 11

Ryec. 6. Liczebno$¢ bakterii z rodziny Enterobacteriaceae (pod-
loze wg McConkeya) w tresci jelita Swin, doSwiadczenie 11
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Ryc. 7. Liczebno$¢ bakterii kwaszacych (podloze Eijkmana)
w tresci jelita §win, doswiadczenie 11
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Ryec. 9. Ogolna liczba drobnoustrojow (podloze — agar odzyw-
czy z krwia) w tresci jelita §win, do§wiadczenie 11

Micrococcus sedentarius (Kytococcus sedentarius),
Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, Bacillus subti-
lis; grupa D — Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Bacteroides melaninogenicus
subsp. intermedius (Prevotella intermedia), E. coli,
Pseudomonas sp., Sarcina sp.

W grupie D w poréwnaniu z K obserwowano spa-
dek liczebnosci bakterii z rodziny Enterobacteriaceae,
spadek ogolnej liczebnosci mikroorganizow w po-
szczeg6lnych odcinkach przewodu pokarmowego oraz
zwigkszenie liczby bakterii kwaszacych wykazujacych
wlasciwosci probiotyczne, tj. z rodzaju Lactobacillus,
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Ryc. 8. Liczebnos¢ grzybow (podloze wg Sabourauda) w tres-
ci jelita §win, doswiadczenie I1

Enterococcus 1 Leuconostoc (2, 26). Wyizolowano
bakterie nalezace do mikroflory auto- i allochtonicz-
nej z rodzaju Lactobacillus, Escherichia, Enterococ-
cus, Bacteroides, Sarcina, Pseudomonas, Bacillus.
Niektore z nich wystepowaty w obu grupach, niektore
w grupie kontrolnej lub doswiadczalne;j.

Wzrost kolonii bakterii z rodzaju Escherichia i Pseu-
domonas nast¢gpowat na agarze odzywczym po 18-24
godzinach, wzrost bakterii z rodzaju Lactobacillus byt
o wiele wolniejszy. Wymagaty one ponadto do wzros-
tu podtozy namnazajaco-wybiodrczych, np. agaru APT.

Sposrod wyizolowanych bakterii, przy pomocy tes-
tow Api i programu komputerowego APILAB ozna-
czono kilka losowo wybranych szczepdéw; byty to:
Lactobacillus acidophilus, Leuconostoc mesenteroides
subsp. mesenteroides, Bacillus subtilis, Bacillus liche-
niformis, Staphylococcus cohnii subsp. cohnii, Micro-
coccus sedentarius (Kytococcus sedentarius), Bacte-
roides melaninogenicus subsp. intermedius (Prevotel-
la intermedia) (tab. 3-5). Oznaczono réwniez mikro-
organizmy: E. coli, Pseudomonas sp. oraz Sarcina sp.
Charakterystyka fizjologiczna, morfologiczna i bioche-
miczna wyizolowanych szczepéw (m.in. Lactobacil-
lus acidophilus, Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides, Bacillus subtilis, Bacillus lichenifor-
mis) wskazuje na ich wtasciwosci probiotyczne. Dzia-
taja one korzystnie na organizm zwierzat (5, 9, 14, 16,
20, 24).



Tab. 3. Cechy biochemiczne szczepu Prevotella intermedia oznaczone przy pomocy testéw Api 20A (doswiadczenie I1)

Tab. 4. Cechy biochemiczne wybranych szczepow oznaczone przy pomocy testu Api SOCH. 1 — Lactobacillus acidophilusl, 2 —
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, 3 — Bacillus subtilis, 4 — Bacillus licheniformis (doswiadczenie II)
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Tab. 5. Cechy biochemiczne wybranych szczepow oznaczonych przy pomocy testu Api STACH. 1 — Staphylococcus cohnii
subsp. Cohnii, 2 — Micrococcus sedentarius (Kytococcus sedentarius) (doSwiadczenie I11)

drozdzy Saccharomyces cerevisiae szczep 1026, na
ilosciowy 1 jakosciowy sktad mikroflory jelitowej tucz-

Uzyskane wyniki wskazuja na korzystny wptyw pro-  nikéw. Stwierdzono zwigkszenie liczebno$ci bakterii
biotycznego szczepu Pediococcus acidilactici MA 18/ fermentacji mlekowej oraz zmniejszenie liczebnosci
5M i prebiotyku zawierajacego $ciany komoérek  bakterii z rodziny Enterobacteriaceae, w tym przy sto-

Podsumowanie
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sowaniu dodatku prebiotycznego, bakterii szczepu
Proteus vulgaris 1 grzybow strqukowych

Stwierdzono roznice iloSciowe i jako$ciowe w mi-
kroflorze jelitowej migdzy grupami tucznikow zywio-
nych mieszanka o niskiej 1 wysokiej zawarto$ci wiok-
na. Zywienie mieszanka o wysokiej zawartosci wiok-
na sprzyjalo zmniejszeniu ogélnej liczebnosci mikro-
organizméw oraz liczebnosci bakterii z rodziny Ente-
robacteriaceae. Zwigkszyta si¢ liczebnos$¢ bakterii
kwaszacych, w tym ilo$¢ potencjalnie probiotycznych
szczepOw Lactobacillus acidophilus czy Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides, a zmniejszyta
ilos¢ potencjalnych patogendéw — E. coli, Staphylococ-
cus cohnii subsp. cohnii), co nalezy uznac za zjawisko
korzystne.

Brak obecnosci chorobotworczych szczepow S-he-
molitycznych Escherichia coli 1 Salmonella sp. oraz
Shigella sp. w tresci jelit mogl by¢ przyczyna dobrej
kondycji zdrowotnej zwierzat w obu doswiadczeniach.
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