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PRZEZYWALNOSC MIKROORGANIZMOW PROBIOTYCZNYCH
W MODELU IN VITRO UKLADU POKARMOWEGO DROBIU

Streszczenie

Celem pracy byla ocena przezywalnosci probiotycznych szczepow bakterii Lactobacillus spp. i droz-
dzy Saccharomyces cerevisiae podawanych bez dodatku paszy lub z jej udzialem w warunkach modelo-
wych, symulujacych wybrane odcinki przewodu pokarmowego drobiu. Mikroorganizmy te wchodza
w sktad nowo opracowanych mieszanek probiotycznych (A, B i C). Przezywalno$¢ badanych bakterii
idrozdzy w symulowanych warunkach wola, Zzotadka i jelita cienkiego oznaczano metoda hodowlana.
Poczatkowo érednia liczba bakterii Lactobacillus spp. wynosita (1,00 ~ 1,95) x 10 jtk/ml, natomiast droz-
dzy — (1,04 + 3,00) x 107 jtk/ml. W wyniku pasazu probek bez dodatku paszy liczba bakterii oraz drozdzy
ulegata obnizeniu w kolejnych odcinkach symulowanego przewodu pokarmowego i w jelicie cienkim byta
nizsza s$rednio o 2 rzedy wielkosci. W obecno$ci paszy natomiast liczba bakterii Lactobacillus spp.
w jelicie cienkim byla wyzsza $rednio o 1 rzad wielkosci, a drozdzy — $rednio o 1,5 rzedu wielkos$ci
W poréwnaniu z mieszankami bez dodatku paszy. Dodatek paszy stanowil zatem czynnik ochronny przed
niekorzystnymi warunkami $rodowiska uktadu pokarmowego w badaniach modelowych. Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wskaza¢ na potencjalne zastosowanie mieszanek probiotycznych jako dodat-
ku do pasz dla drobiu.
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Wprowadzenie

Trawienie pokarmu u drobiu odbywa si¢ w uktadzie pokarmowym, ktory sktada
si¢ z przetyku, wola, zotadka gruczotowego, zotagdka migSniowego, jelita cienkiego
(dwunastnica, jelito czcze i biodrowe), jelita grubego (Slepe i proste) oraz kloaki [3].
Ptaki nie majg uze¢bienia, dlatego pokarm potykany jest w calosci. Zostaje on zwilzony
$ling w dziobie i przesuwany do przetyku, gdzie jest rozmigkczany i rozpuszczany
przez enzymy i $luz [4, 20]. W Zotadku gruczotowym nastepuje przygotowanie pokar-
mu do procesu trawienia. Na tym etapie wydzielany jest kwas solny. Nastepuje tu tak-
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ze rozpuszczanie soli mineralnych oraz jonizacja elektrolitow. W zotadku mig$éniowym
dochodzi do roztarcia i wymieszania pokarmu z enzymami trawiennymi pochodzacymi
z zotadka gruczotowego. Catkowita dlugos¢ przewodu pokarmowego ptakow nie prze-
kracza 5-krotnej dtugosci ich ciata [2]. W skiad jelita cienkiego drobiu wchodzg: dwu-
nastnica, jelito czcze oraz jelito biodrowe. Dwunastnica taczy zotadek migsniowy
z jelitem czczym. Koncowy proces trawienia oraz absorpcja sktadnikow pokarmowych
odbywa si¢ w jelicie czczym i biodrowym.

Mikrobiota przewodu pokarmowego drobiu stanowi ztozony ekosystem, a jego
rownowaga jest niezwykle wazna dla zachodzacych procesow trawienia oraz wchta-
niania pokarméw, a wi¢c dla zdrowia i prawidlowego funkcjonowania ptakow [10].
W sktadzie mikrobioty przewodu pokarmowego zdrowego ptaka znajduja si¢ gtownie
bakterie z rodzajow: Bifidobacterium, Clostridium, Eubacterium, Lactobacillus, Bacte-
roides, Fusobacterium oraz paciorkowce i enterobakterie [10]. Jednym z wielu czynni-
kéw majacych wptyw na sktad mikrobioty uktadu pokarmowego drobiu jest rodzaj
podawanej paszy, jak rowniez dodatkow paszowych. Probiotyki, czyli zywe mikroor-
ganizmy, ktore po podaniu w odpowiedniej iloSci wywoluja korzysci zdrowotne
w organizmie gospodarza, sg przyktadem dodatkow paszowych dla drobiu [7]. W pro-
cesie selekcji szczepy probiotyczne musza jednak spetnia¢ wiele kryteridow, m.in. wy-
kazywa¢ zdolno$¢ do przetrwania i utrzymania aktywno$ci metabolicznej oraz wzrostu
w uktadzie pokarmowym [5, 6].

Celem pracy byta ocena przezywalno$ci probiotycznych szczepoéw bakterii z ro-
dzaju Lactobacillus i drozdzy Saccharomyces cerevisiae z dodatkiem paszy lub bez jej
udziatu w warunkach modelowych, symulujacych wybrane odcinki przewodu pokar-
mowego drobiu (wole, zotadek, jelito cienkie).

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowily szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus oraz
drozdze Saccharomyces cerevisiae, ktére wchodzity w sktad trzech nowo opracowa-
nych preparatow probiotycznych A, B i C (tab. 1).

Tabela 1.  Sklad preparatow probiotycznych A, B i C
Table 1.  Composition of A, B and C probiotic preparations

A B C
Lb. pentosus LOCK 1094 Lb. pentosus LOCK 1094 Lb. paracasei LOCK 1091
Lb. plantarum LOCK 0860 Lb. plantarum £ OCK 0860 Lb. pentosus LOCK 1094
Lb. reuteri LOCK 1092 Lb. reuteri LOCK 1092 Lb. plantarum LOCK 0860
S. cerevisiae LOCK 0119 Lb. rhamnosus EOCK 1087 Lb. reuteri LOCK 1092
S. cerevisiae LOCK 0119 Lb. rhamnosus EOCK 1087
S. cerevisiae LOCK 0119
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Szczepy bakterii z rodzaju Lactobacillus zostaly wyizolowane z kiszonek roslin-
nych (Lb. plantarum LOCK 0860) i tresci jelitowej zwierzat monogastrycznych (Lb.
pentosus LOCK 1094, Lb. reuteri LOCK 1092, Lb. rhamnosus LOCK 1087, Lb. para-
casei LOCK 1091), natomiast drozdze S. cerevisiae LOCK 0119 pochodzity ze $rodo-
wiska gorzelniczego. Wszystkie uzyte w badaniach szczepy probiotyczne zostaty zde-
ponowane w Lodzkiej Kolekcji Czystych Kultur (LOCK 105) Instytutu Technologii
Fermentacji i Mikrobiologii, Politechniki L.odzkiej. Wtasciwosci probiotyczne tych
szczepow zostaly opisane w zgloszeniach [13 - 17] 1 opisie patentowym [18]. Sktad
poszczegdlnych preparatow ustalono na podstawie wynikow badan dotyczacych wia-
Sciwosci probiotycznych kazdego z uzytych mikroorganizmoéw. Zastosowanie odpo-
wiednio: 3, 4 i 5 szczepdw bakterii Lactobacillus w sktadzie mieszanek miato na celu
sprawdzenie, ktéra z kombinacji pozwoli na uzyskanie najwickszej sumarycznej prze-
zywalnosci probiotykow w uktadzie pokarmowym drobiu.

W celu okreslenia przezywalnosci bakterii Lactobacillus spp. i drozdzy Saccha-
romyces cerevisiae w trakcie procesu trawienia zastosowano model in vitro uktadu
pokarmowego drobiu, za pomoca ktoérego odzwierciedlano warunki wola, zotadka
(gruczotowego i migsniowego) oraz jelita cienkiego (tab. 2).

Tabela 2. Model in vitro uktadu pokarmowego drobiu

Table 2. In vitro model of the digestive tract of poultry
Odcinek Czas zalegania
przewodu . . Ilos¢ roztworu pokarmu
Roztwor symulujacy . . .
pokarmowego Simulating solution Quantity of Time of gastric
Section of & solution [ml] content being
digestion tract retained [min]
Wole 50 mM bufor octanowy 15,00 30
Crop 50 mM acetate buffer
1 M roztwor kwasu solnego 1,40
Zotadek 1 M solution of hydrochloric acid 45
Gizzard roztwor pepsyny w buforze octanowym 2,60
solution of pepsin in acetate buffer
roztwor wodny pankreatyny 3,25
Jelito cienkie aqueous solution of pancreatin 60
Small intestine 1 M roztwér wodoroweglanu sodu 3,25
1 M solution of sodium bicarbonate

Objasnienia / Explanatory notes:

Warto§¢ pH matrycy w poszczegélnych etapach badan ustalano roztworami 1 M wodorotlenku sodu oraz
1 M kwasu solnego / pH of matrix at individual test stages was determined using solutions of 1M sodium
hydroxide and 1 M hydrochloric acid.

Zrodlo / Source: opracowanie wlasne na podstawie [9, 11, 19] / the authors’ own study based on [9, 11,
19].
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Szczepy probiotyczne bakterii Lactobacillus 1 drozdzy aktywowane w podtozach
ptynnych (odpowiednio MRS i YPG) bez dodatkow paszowych (proby A, B i C) oraz
z dodatkiem standardowej paszy dla drobiu (proby A+pasza, B+pasza i C+pasza) pod-
dawano pasazowi w warunkach symulujacych przewod pokarmowy drobiu. Trawienie
tresci pokarmowej inicjowano przez mieszanie badanych prob z buforem octanowym
w ciggu 30 min (wole). Nast¢pnie dodawano kolejno soki zotadkowe i jelitowe w celu
symulowania procesow trawienia odpowiednio w zotadku (45 min) i w jelicie cienkim
(60 min). W kazdym etapie badang mieszanin¢ inkubowano w temp. 37 °C w warun-
kach cigglego mieszania (150 obr./min) na wytrzasarce obrotowej w celu zapewnienia
jednorodnego rozktadu wszystkich sktadnikow. Na poczatku kazdego z odcinkow
przewodu pokarmowego oraz po uptywie czasu zalegania pokarmu pobierano probki
do badan mikrobiologicznych. Metoda hodowlana, w trzech powtdrzeniach, wykony-
wano posiewy ilosciowe z odpowiednich rozcienczen. W analizie zastosowano selek-
tywne podtoza mikrobiologiczne i warunki inkubacji odpowiednie dla bakterii (MRS
z nystatyng, temp. 37 °C, 2 dni) oraz drozdzy (YPG z chloramfenikolem, temp. 30 °C,
5 dni). Po zakonczonej inkubacji zliczano kolonie wyroste na plytkach i oceniano
przezywalno$¢ badanych mikroorganizméw probiotycznych w modelowym uktadzie
pokarmowym drobiu.

Wyniki badan poddano analizie statystycznej. Normalno$¢ rozktadu zmiennych
analizowano testem Shapiro-Wilka, a jednorodno$¢ wariancji testem Bartletta. Po po-
twierdzeniu rozktadu normalnego i jednorodno$ci wariancji wyniki dotyczace liczby
mikroorganizméw probiotycznych analizowano za pomoca jednoczynnikowej analizy
wariancji (One-Way ANOVA) w zalezno$ci od sposobu podania odpowiedniej mie-
szaniny probiotycznej. Natomiast procentowg przezywalno$¢ mikroorganizmow
w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu analizowano wieloczynnikowa analizg
wariancji (Multi-Way ANOVA) w zaleznosci od rodzaju i sposobu podania mieszanki
probiotycznej oraz etapu transferu. Istotnos¢ réznic migdzy wartosciami $rednimi we-
ryfikowano testem Tukeya (p < 0,05). Analizg statystyczng przeprowadzono w pro-
gramie XLSTAT (Addinsoft SARL, Paryz, Francja).

Wiyniki i dyskusja
Przezywalnosé bakterii z rodzaju Lactobacillus spp.

Poczatkowa liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. w badanych probkach
wynosita 1,00 x 10° = 1,95 x 10°jtk/ml (rys. 1).

Pierwszym badanym odcinkiem przewodu pokarmowego w warunkach modelo-
wych byto wole, w ktérym czas zalegania pokarmu byt najkréotszy i wynosit 30 min.
W przypadku mieszanki C obnizenie liczby bakterii po inkubacji byto nieznaczne (do
4,83 x 10%i 6,74 x 10® jtk/ml odpowiednio: bez dodatku paszy oraz z jej udzialem).
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Natomiast w przypadku proby A bez dodatku paszy, jak i z jej dodatkiem, liczba ta
obnizyla sie $rednio o 1 rzad wielkosci (do 1,30 i 2,06 x 10* jtk/ml). Znaczne obnizenie
liczby bakterii Lactobacillus spp. (o 1,5 1 1 rzad wielkosci) zaobserwowano w przy-
padku mieszanki B bez dodatku paszy, jak i z jej dodatkiem (do 5,13 x 10’
i1,52 x 10*jtk/ml) — rys. 1.

Pomimo nickorzystnych warunkow panujacych w zotadku w przypadku zastoso-
wania mieszanki A liczba bakterii po 45 min nie obnizyla si¢ znaczaco w stosunku do
poprzedniego odcinka pokarmowego. Stwierdzono ponadto, ze liczba bakterii Lacto-
bacillus spp. byla statystycznie istotnic wyzsza w przypadku dodatku paszy
(1,50 x 10® jtk/ml) w poréwnaniu z sama mieszanka bakterii (7,00 x 107 jtk/ml). Po
zastosowaniu mieszanki C nastgpito obnizenie liczby bakterii do poziomu 8,16 x 10’
jtk/ml, natomiast najbardziej znaczace obnizenie, do 2,99 x 10’ jtk/ml, odnotowano w
przypadku mieszanki B. Podobnie jak poprzednio, dodatek paszy wplynat na staty-
stycznie istotnie wyzszg ($rednio o 0,7 rzedu wielkosci) liczbg bakterii w mieszance C
oraz o 0,5 rzgdu wielkos$ci — w mieszance B (rys. 1).

Po 60 min zalegania pokarmu w warunkach symulujacych jelito cienkie stwier-
dzono obnizenie liczby bakterii z rodzaju Lactobacillus do poziomu 5,05 x 107 jtk/ml
i1,29 x 10" jtk/ml w przypadku odpowiednio: mieszanki C i B. W wyniku trawienia
mieszanki A odnotowano natomiast wzrost liczby tych bakterii $rednio o 3,8 % (do
6,00 x 107 jtk/ml), co jest pozytywnym zjawiskiem (rys. 1, tab. 3). Dodatek paszy spo-
wodowat, Ze liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus po trawieniu w warunkach symulu-
jacych uktad pokarmowy drobiu wzrosta statystycznie istotnie do poziomu
1,55 x 10® jtk/ml (B+pasza), 5,13 x 10® jtk/ml (A+pasza) i 1,72 x 10 jtk/ml (C+pasza)
w porownaniu z probg bez paszy (rys. 1). Udziat bakterii Lactobacillus spp. na tym
etapie wzrost odpowiednio o: 8 % (A+pasza), 3 % (B+pasza) i 25 % (C+pasza) w po-
rownaniu z prébami bez dodatku paszy (tab. 3).

W przypadku mieszanek A i B poddanych trawieniu w warunkach symulujacych
uktad pokarmowy drobiu przezywalno$¢ bakterii Lactobacillus spp. po zakonczeniu
pasazu wynosita odpowiednio: 84,2 1 78,0 %. Dodatek paszy spowodowat wzrost prze-
zywalnosci bakterii odpowiednio o 14,1 1 13,1 % (tab. 3). W przypadku mieszanki C,
zawierajacej] w swoim sktadzie najwicksza liczbg szczepdw probiotycznych, stwier-
dzono najwyzsza przezywalno$¢ tych bakterii wynoszaca na koniec pasazu nawet
107,3 % w przypadku dodatku paszy, ktora stymulowata wzrost bakterii. Dodatek
czynnika ochronnego, jaki stanowita pasza, mial zatem statystycznie istotny wptyw na
wzrost przezywalnos$ci bakterii z rodzaju Lactobacillus w warunkach symulujacych
odcinki przewodu pokarmowego (rys. 1, tab. 3).
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Inokulum  Wole przed ~ Wolepo  Zoladek przed  Zotadekpo  Jelito przed  Jelito po
Inoculum  Crop before  Crop after Gizzard before Gizzard after ~ Intestine  Intestine after
before

OC BC+pasza/ Ctfeed

Objasnienia / Explanatory notes:

przed i po — oznacza poszczegdlny odcinek uktadu pokarmowego przed inkubacja i po niej / before and
after — means individual section of digestive tract before and after incubation. Na rysunku przedstawiono
wartosci §rednie (w postaci shupkow) 1 odchylenia standardowe (w postaci odcinkow) / Figure shows mean
values (bars) and standard deviations (line segments); * — roznice statystycznie istotne (p < 0,05) / statisti-
cally significant differences (p < 0.05).

Rys. 1. Przezywalnos$¢ bakterii Lactobacillus spp. w modelu in vitro uktadu pokarmowego drobiu
Fig. 1. Survivability of Lactobacillus spp. in in vitro model of digestive tract of poultry
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Tabela 3. Udziat bakterii Lactobacillus spp. w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu przed trawie-
niem i po nim
Table 3.  Content of Lactobacillus spp. in model digestive tract of poultry before and after digestion
Et zial bakterii Lactobacillus spp. / Content of Lactobacillus spp. [%
Udzial bakterii Lactobacill /C f Lactobacill [%]
ap
A+pasza B+pasza C+pasza
Ste
P A A+feed B B+feed ¢ C+feed
Inokulum 100,0 £ 0,0
Inoculum B
przed | 882+0,2 | 94,0+1,6 | 88,622 | 92,1+0,1 92,7+1,1 | 993+0,6
Wole | before | FGHUIKL ABCDEF FGHIJKL DEFGH CDEFGH B
Crop po 87,5+0,7 | 93,1+23 | 86,839 | 902+1,5 | 89,733 | 97,1£24
after GHIJKLM CDEFG HIJKLMN FGHIJ FGHIJK BCDE
przed | 87,0+0,7 | 91,9+1,8 | 851+3,5 | 899+18 | 87,602 | 98,2+0,2
Zoladek | before | GHIIKLMN DEFGH IJKLMNO FGHIJK GHIJKLM BC
Gizzard 0 843+0,2 | 90,5+1,1 82,7+2,9 | 884+2,6 | 840+0,4 | 98,0+0,1
p
after JKLMNO FGHI LMNOP FGHIJKL KLMNOP BCD
JTelito przed | 80,4+0,3 | 90,3+1,1 81,1+1,5 | 88,1+2,4 | 833+0,7 | 97,7+0,3
cienkie | before op FGHIJ NOP FGHIJKL LMNOP BCD
Small po 842+0,2 | 983+23 | 78,044 | 91,1+4,1 81,9+0,5 | 107,3£2,6
intestine |  after JKLMNO BC P EFGHI MNOP A

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenia standardowe / Table shows mean values + standard
deviations. Wartos$ci $rednie oznaczone réznymi literami roznia si¢ statystycznie istotnie w zalezno$ci od
rodzaju i sposobu podania mieszanki probiotycznej oraz etapu transferu (p < 0,05) / Mean values denoted
by different letters differ statistically significantly depending on type and way of administering probiotic
mixture and on transfer step (p < 0.05).

Warto zaznaczy¢, ze kazda z badanych mieszanek probiotycznych poczatkowo
charakteryzowata si¢ taka sama liczba bakterii z rodzaju Lactobacillus. Roznice doty-
czyty liczby szczepow bakterii Lactobacillus spp. Otrzymane wyniki wskazujg na naj-
wyzszg przezywalno$¢ mieszanki C, zawierajacej w sktadzie 5 szczepoéw bakterii
z rodzaju Lactobacillus (np. szczep Lb. paracasei £LOCK 1091 nieobecny w sktadzie
pozostalych mieszanek). Korzystny efekt obserwowany byt szczegdlnie w przypadku
podania mieszanek probiotycznych wraz z pasza. Prawdopodobnie za takie dzialanie
moze odpowiada¢ zastosowanie najwickszej liczby réznych szczepdéw i efekt synergi-
styczny pomigdzy nimi. Doktadne wyjasnienie mechanizméw zachodzacych pomiedzy
poszczegdlnymi szczepami jest jednak bardzo trudne i wymaga dalszych badan.

Przezywalnos¢ drozdzy Saccharomyces cerevisiae

Poczatkowa liczba drozdzy Saccharomyces cerevisiae wynosita 1,04 x 107 +
2,61 x 107 jtk/ml (rys. 2).
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Objasnienia jak pod rys. 1./ Explanatory notes as in Fig. 1.

Rys. 2. Przezywalno$¢ drozdzy Saccharomyces cereviasiae w modelu in vitro uktadu pokarmowego
drobiu

Fig. 2. Survivability of Saccharomyces cereviasiae in in vitro model of digestive tract of poultry

Po 30 min inkubacji mieszanki C w warunkach symulujacych wole liczba droz-
dzy ulegta obnizeniu do poziomu odpowiednio: 4,00 x 10°i 7,40 x 10° jtk/ml w przy-
padku braku paszy badz jej dodatku. W mieszankach A i B zaobserwowano natomiast
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obnizenie liczby drozdzy o 1,5 rzedu wielko$ci. Dodatek paszy spowodowal natomiast
statystycznie istotny wzrost liczby drozdzy do poziomu 1,76 x 107 jtk/ml (mieszanka
A) oraz 9,80 x 10°jtk/ml (mieszanka B) — rys. 2.

Pomimo niekorzystnych warunkéw panujacych w zotadku, rowniez liczba droz-
dzy nie ulegla znaczacemu obnizeniu i wynosita: 3,61 x 10° jtk/ml (mieszanka B),
9,00 x 10’ jtk/ml (mieszanka A) i 1,71 x 10° jtk/ml (mieszanka C). Dodatek paszy
spowodowal, Ze liczba drozdzy S. cerevisiae bylta statystycznie istotnie wyzsza i wyno-
sita: 5,54 x 10° jtk/ml (C+pasza), 7,80 x 10° jtk/ml (B+pasza) i 1,15 x 10" jtk/ml
(A+pasza) —rys. 2.

Zaréwno w przypadku mieszanki A, B, jak i C obserwowano wzrost liczby droz-
dzy o: 5,11 1,9 % (odpowiednio: mieszanka A+pasza, mieszanka A), 3,41 1,3 % (od-
powiednio: mieszanka B+pasza, mieszanka B) oraz 1,7 % (mieszanka C) podczas in-
kubacji w warunkach symulujacych jelito cienkie (tab. 4).

W przypadku mieszanek probiotycznych poddanych trawieniu bez paszy udziat
drozdzy po zakonczeniu pasazu wynosit srednio 69,4 % (mieszanka B), 72,7 % (mie-
szanka A) i 80,5 % (mieszanka C). Dodatek paszy miat natomiast statystycznie istotny
wplyw na zwigkszenie przezywalnos$ci drozdzy (tab. 4).

Tabela 4. Udzial drozdzy Saccharomyces cerevisiae w modelowym uktadzie pokarmowym drobiu

Table 4.  Content of Saccharomyces cerevisiae yeast in model digestive tract of poultry

Udziat drozdzy Saccharomyces cereviasiae
Etap Content of Saccharomyces cerevisiae yeast [%)]
Step A A+pasza B B+pasza C C+pasza
Atfeed B+feed C+feed
Inokulum 100,0 0,0
Inoculum N
przed | 850+1,4 | 993+1,0 | 83,1+3,3 | 99,1+1,6 | 984+14 | 963+22
Wole | before DEFG A FG A AB ABC
Crop po 786+1,2 | 97,5+0,7 | 78,5+2,7 | 98,6+24 | 89,752 | 958+27
after GHIJ AB GHIJ AB BCDEF ABC
przed | 783+0,6 | 956+1,8 | 77,0+3,6 | 974+1,7 | 882+53 | 953+3,0
Zoladek | before GHIJ ABC GHIJK ABC CDEF ABC
Gizzard | po 772+1,5 | 936+0,0 | 76,6+33 | 96,8+2,1 | 843+4,7 | 942+32
after GHIJK ABCDE GHIJK ABC EFG ABCD
Jelito | przed | 70,8+52 | 929+0,2 | 682+49 | 950+3,6 | 788+3,6 | 93,2+4,0
cienkie | before 1JK ABCDE K ABC GHI ABCDE
Small po 72,7+4,5 | 979+3,8 | 694+1,0 | 984+20 | 80,5+3,5 | 92,5228
intestine | after HIJK AB JK AB FGH ABCDE

Objasnienia jak pod tab. 3. / Explanatory notes as in Tab. 3.
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Na podstawie otrzymanych wynikow stwierdzono nieznaczne zmniejszenie prze-
zywalnosci bakterii z rodzaju Lactobacillus spp. 1 drozdzy Saccharomyces cervisiae
obecnych w mieszankach A, B i C podczas pasazu w warunkach symulujacych zotg-
dek. Wyniki te wskazuja na wysoka tolerancj¢ tych mikroorganizméw na sok Zotad-
kowy 1 niskie pH, co jest zjawiskiem bardzo korzystnym. Wyniki badan in vitro
przeprowadzonych wczesniej w celu okreslenia whasciwosci probiotycznych zastoso-
wanych szczepow potwierdzity ich odporno$¢ na niskie pH i sole zblci. Tolerancja
szczepow na warunki panujace w zotadku stwierdzona natomiast w niniejszych bada-
niach pozwala na dodatkowe potwierdzenie kluczowych witasciwosci probiotycznych
badanych szczepow.

Warto zaznaczy¢, ze liczba bakterii Lactobacillus spp. wzrastata podczas inkuba-
cji w warunkach jelita cienkiego mieszanki A (zarowno bez dodatku paszy, jak i z jej
udziatem), natomiast w przypadku mieszanek B i C — tylko z dodatkiem paszy. Row-
niez w przypadku drozdzy na tym etapie transferu obserwowano zwickszenie ich licz-
by.

Podobne obserwacje opisano w badaniu przezywalnosci przetrwalnikow bakterii
Bacillus spp. DFM (ang. as directfed microbials) w warunkach symulujacych przewod
pokarmowy drobiu. Niezaleznie od sktadu paszy zaobserwowano obnizenie liczby
przetrwalnikéw bakterii w zotadku oraz ich wzrost (nawet o 2 rzedy wielkos$ci) w czeg-
sci jelitowej [9].

Przezywalno$¢ mikroorganizmow probiotycznych moze rowniez zaleze¢ od po-
staci, w jakiej sa podawane (forma utrwalenia oraz rodzaj matrycy) [9]. Musikasang
i wsp. [12] wykazali ochronny wptyw mikrokapsutkowania szczepu bakterii Entero-
coccus durans KT3L20 w modelu in vitro uktadu pokarmowego drobiu. Stwierdzili, ze
metoda ta powoduje zwigkszenie przezywalnosci tego szczepu $rednio o 1 rzad wiel-
kosci [12]. Przezywalnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej w zotadku moze wzrosngc
w obecnosci produktow zywnosciowych lub paszowych, ktore majg wptyw na wartosc¢
pH i moga chroni¢ komorki przed wptywem pepsyny i kwasu zotadkowego [1].
W badaniach wtasnych wykazano ochronny wptyw paszy na przezywalnos$¢ bakterii
Lactobacillus spp. i drozdzy Saccharomyces cereviasiae w warunkach symulujacych
przewod pokarmowy drobiu.

Whioski

1. Stwierdzono, ze szczepy bakterii Lactobacillus spp. oraz drozdze Saccharomyces
cerevisiae zastosowane w mieszankach probiotycznych A, B i C wykazujg wysoka
przezywalnos¢ w symulowanym uktadzie pokarmowym drobiu.

2. Dodatek paszy stanowi czynnik ochronny i ma korzystny wpltyw na zwigkszenie
przezywalnosci bakterii, zwtaszcza w warunkach jelita cienkiego.
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3.

Wysoka przezywalno$¢ mikroorganizméw Lactobacillus spp. oraz drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae w modelu in vitro uktadu pokarmowego moze wskazywac
na ich potencjalne zastosowanie jako komponentdw preparatow probiotycznych
1 umozliwia kontynuacj¢ badan w warunkach in vivo.
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SURVIVABILITY OF PROBIOTIC MICROORGANISMS IN IN VITRO MODEL
OF POULTRY DIGESTIVE TRACT

Summary

The objective of the research study was to assess the survivability of probiotic strains of Lactobacillus
spp. and Saccharomyces cerevisiae under the model conditions that simulated selected sections of the
digestive tract of poultry. The strains tested were administered to the animals without feed or with feed.
The microorganisms as named above are included in the newly developed probiotic mixtures (A, B and
C). The survivability of the bacteria and yeasts tested under the simulated conditions of the crop, gizzard
and small intestine was determined using a culture method. Initially the average count of Lactobacillus
spp. was 1.00 — 1.95 x 10° CFU/ml, while the average count of yeast was 1.04 — 3.00 x 10’ CFU/ml. As a
result of the passage of samples without feed, the count of bacteria and yeast was reduced in the subse-
quent sections of the simulated digestive tract; in the small intestine it was, on average, 2 orders of magni-
tude lower. However in the case of the feed with probiotic mixtures, the count of Lactobacillus spp. in the
small intestine was, on average, 1 order of magnitude higher and that of yeast, on average, 1.5 orders of
magnitude higher compared to the mixtures without feed. Thus, the added feed constituted a protective
factor against the adverse conditions of the environment of digestive tract under the model study. Based on
the results obtained, it is concluded that probiotic mixtures may be potentially applied as an additive in
feeds intended for poultry.

Key words: probiotics, Lactobacillus, Saccharomyces, digestive tract, poultry
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