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Zywe kultury mikroorganizméw

podane in ovo

— wybrane aspekty kliniczne

Nieuchronnie nadciagajaca koniecznos¢ ogra-
niczenia stosowania antybiotykéw, badz nawet
pojawiajaca sie potrzeba wycofania niektérych
Srodkow przeciwdrobnoustrojowych, zmusita na-
ukowcow do poszukiwania alternatywnych sub-
stancji mogacych je zastgpic¢, oraz wdrazania
nowych rozwigzan technologicznych efektywnie
poprawiajacych zdrowotnos¢ zwierzat. Szczegol-
nym zainteresowaniem cieszy si¢ powszechnie
znana i od wielu lat badana, metoda konkurencyj-
nego wykluczania (competitive exclusion) — dzieki
niej powstaja nowe Sciezki wykorzystania bakterii
probiotycznych wykazujacych korzystne dziatanie
na organizm gospodarza. Ich ,konkurencyjnos¢”
polega na rywalizacji bakterii korzystnych z pa-
togennymi o miejsce do bytowania czy sktadni-
ki odzywcze. W naturze intensywna kolonizacja
bakteriami naturalnego mikrobiomu nastepuje
u ptakow podczas pierwszych kontaktow piskle-
cia z nioska oraz Srodowiskiem gniazda (Mills
i wsp.,1999). Wspdlczesny intensywny system
produkcji pisklat drobiu zdecydowanie wyklucza
powyzsza mozliwos¢é, a pozwala jedynie na kon-
takt z drobnoustrojami bytujacymi w wylegarni.

Bardzo liczne doniesienia naukowe ostatnich
lat dowodza o niezwyklym znaczeniu prawidlowe-
go i szybkiego rozwoju mikrobiomu przewodu po-
karmowego u drobiu. Wlasciwy sktad bakterii za-
siedlajacych, rozwijajacy sie przewod pokarmowy
pisklecia wplywa znaczaco na wyniki produkcyjne
i odpornosc¢ rosnacego organizmu. Kluczowym jest
tez moment wprowadzenia wlasciwej mikroflory —
optymalnym jest, jak najwczesniejszy, czyli okres
okololegowy tj. kilka dni przed kluciem i zaraz po
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wykluciu (Schneitz i wsp., 1992; Oliveira i wsp.,
2013). Kolejnym utrudnieniem w ksztaltowaniu
sie korzystnej mikrobioty jest specyfika pracy wy-
legarni i transport pisklat na ferme powodujacy
opdznienie czasu pobrania pierwszej paszy nawet
0 48-72 godziny. Stres z tym zwigzany skutkowac
moze zahamowaniem rozwoju przewodu pokarmo-
wego i opdznienie zasiedlenia go przez korzystna
mikroflore (Roto i wsp., 2016).

Od wielu lat powszechnie znanym zjawiskiem
jest mozliwos¢ zainfekowania zarodkéw droga pio-
nowa, przez drobnoustroje powodujace stan za-
palny ukltadu rozrodczego nioski (np. Salmonella
spp. czy Mycoplasma spp.) (Keller i wsp., 1995).
Takie zasiedlenie ktéregokolwiek elementu two-
rzacego sie jaja (zé6ttko, biatko, skorupa) skut-
kuje zainfekowaniem rozwijajacego sie zarodka.
Ta wiedza zasugerowata, ze skoro przekazywane
moga by¢ bakterie patogenne to rowniez bakterie
komensalne czy probiotyczne moglyby by¢ przeka-
zywane z nioski na potomstwo.

Metoda wprowadzenia in ovo réznych biolo-
gicznie aktywnych materialow do srodowiska jaja,
zminimalizowac¢ moze krytyczny okres gtodowki
wyklutych pisklat a nawet utatwia¢ wprowadze-
nie optymalnej mikroflory przewodu pokarmowe-
go jeszcze przed ekspozycja mlodego organizmu
na bakterie patogenne obecne w Srodowisku ze-
wnetrznym. Wprowadzenie takich korzystnych
substancji do jaja wspomaga rozwoéj tworzacego
sie przewodu pokarmowego, przyspiesza tworzenie
sie mikrobiomu jelitowego, skutkujac wzmocnie-
niem odpornosci jelitowej i minimalizujac wplyw
op6znionego dostepu pisklecia do paszy. W mo-



mencie klucia przewod pokarmowy nie jest osta-
tecznie wyksztatcony a szybki dostep do pokarmu
przyspiesza nie tylko jego rozwdj, ale takze rozwoj
miesni, ukladu odpornosciowego czy tez wykorzy-
stanie zo6ttka (Binek i wsp., 2017).

Przekonanie, ze wylezone jednodniowe piskleta
powinny by¢ wolne od bakterii (germ-free), pomi-
mo, ze rozpowszechnione, zwlaszcza wsrod produ-
centow drobiu, nie jest zalozeniem zgodnym z ak-
tualnym stanem wiedzy. Pojawilo sie wiele danych
obalajacych te teze. Mikroorganizmy odnajdywane
w woreczku zottkowym embrionoéw wielu gatun-
koéw ptasich, sa rowniez spotykane w organizmach
zdrowych, dorostych ptakow. Potwierdzito to row-
niez, ze mikrobiom jelitowy nie zaczyna si¢ ksztat-
towa¢ w dniu wylegu, ale wczesniej — juz w okresie
embrionalnym (Pedroso, 2009; Bohorquez, 2010).
Mozliwe jest to droga horyzontalna jak i werty-
kalna, poniewaz mikroorganizmy obecne w Sro-
dowisku klucia, réwnie dobrze jak i te pochodzace
z organizmu nioski, moga penetrowac skorupe
jaja i osiagac biatko, z6ttko i kolonizowac przewod
pokarmowy embrionu.

Juz w roku 1973 Nurmi i Rantala zauwazyli,
ze podanie pojedynczego szczepu Lactobacillus
nie wplynetlo jednoznacznie korzystnie na ochrone
przed infekcja Salmonella w pierwszym tygodniu
zycia, natomiast podanie mikrobiomu jelitowego
pochodzacego od zdrowego osobnika dorostego,
skutkowalo opornoscia na zakazenie Salmonellq.
Ta praca badawcza zaowocowala powstaniem kon-
cepcji konkurencyjnego wykluczania (,competitive
exclusion”) — ktorej gléwnymi mechanizmami jest:
tworzenie niesprzyjajacego srodowiska do rozwo-
ju bakterii patogennych, konkurencja o miejsce
bytowania, tworzenie substancji hamujacych roz-
wo6j niepozadanych drobnoustrojow i konkuren-
cja o sktadniki odzywcze. Tak wiec podanie, jak
najwczesniej kultur bakterii jelitowych skutkuje
przyspieszeniem ,dojrzewania” mikroflory prze-
wodu pokarmowego i zwiekszona protekcja przed
drobnoustrojami inwazyjnymi — stad wizja jak
najszybszego podania mikrobioty jelitowej czy wy-
osobnionych z niej pojedynczych kultur bakterii.

Iniekcje in ovo florg bakteryjna lub poszczegol-
nymi wyselekcjonowanymi z niej gatunkami drob-
noustrojow moga spowodowac zasiedlenie przewo-
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du pokarmowego jeszcze przed przybyciem pisklat
na ferme. Powyzsze doniesienia zaowocowaly roz-
poczeciem szeregu prac badawczych, w celu okre-
§lenia optymalnego: miejsca podania, czasu po-
dania, sktadu (ktore kultury zastosowac?, moze
tylko prebiotyk?, moze synbiotyk?) takze odpo-
wiedniej ilosci i rozcieniczenia podawanych kultur
czy substancji - podanie in ovo nie moze bowiem
wplywaé negatywnie na wylegowos¢ czy powodo-
wac zamieranie zarodkow. Jednym z ciekawszych
opracowan w tym zakresie jest praca de Oliveira
i wsp. (2014), na temat podania (po 17 dniach i 12
godzinach inkubacji) in ovo embrionom kurzym
bakterii probiotycznych i ocena tego zabiegu na
wrazliwos¢ pisklat na eksperymentalne zakazenie
salmonellg. Badaniu temu poddano siedem ko-
mercyjnie dostepnych na rynku probiotykow, spo-
§rod ktorych wytypowano tylko dwa mozliwe do
podania droga in ovo. Kryterium takiego wyboru
byt brak wplywu na wylegowos¢ i tu optymalny-
mi okazaly sie preparaty zawierajace Enterococcus
faecium (E.f.) i Bacillus subtilis (B.s.). Jest wazne,
ze oba te szczepy bakterii odnajdywane sa jako
czesc fizjologicznej, zdrowej mikrobioty kurczat.
W celu wszechstronnej oceny ich dzialtania
ochronnego autorzy utworzyli 6 grup badawczych,
kontrolng negatywna (bez zabiegu), kontrolna do-
datnia (piskletom poddawano antybiotyk apra-
lan w paszy) i 4 grupy doswiadczalne (oznaczone,
jako grupa 3, 4, 5, 6,) otrzymujace dany probiotyk
w paszy i dodatkowo te dwa produkty probiotycz-
ne zaordynowane zostaly in ovo zarodkom, z kto-
rych wylezono ptaki przydzielone do grup 4 (B.s.)
i 6 (E.f.). Wszystkie grupy zostaly zakazone do-
Swiadczalnie Salmonellq enteritidis w czwartej do-
bie zycia. Oceniano wplyw podawania tych probio-
tykoéw na parametry produkcyjne i zdrowotnosc¢
ptakow podczas 17 dniowego okresu odchowu.
Ogoélny wniosek jaki wyciggneli cytowani autorzy
z przeprowadzanych badan jest taki, ze wydajnosc¢
produkcyjna (dzienne przyrosty, spozycie paszy,
FCR, masa ciata i EWW) wszystkich grup kurczat,
ktore otrzymaty probiotyk, niezaleznie od rodzaju
bakterii (Enterococcus faecium lub Bacillus subti-
lis) lub metody podania (w paszy i/lub in ovo) byta
liczbowo lepsza od kontroli negatywnej zakazonej
Salmonella Enteritidis dla wszystkich ocenianych
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parametrow. Stwierdzono miedzy innymi pozytyw-
ny wplyw podawania testowanych probiotykow
in ovo — objawiajacy sie dwukrotnie wieksza liczba
bakterii w drugiej dobie po inokulacji (w zoladku
embrionu) oraz w dniu klucia (jelita slepe). Oby-
dwie bakterie zostaly odnalezione w zoladkach
embrionéw, jednak B. subtilis w wieckszej ilosci.
Badania potwierdzily mniejsze siewstwo S. ente-
ritidis u ptakow po podaniu Bacillus subtilis in ovo
i/lub w paszy. Podanie E. faecium in ovo i po wy-
legu takze powodowalo zmniejszenie siewstwa
bakterii. Wczesniejsze podanie tego probiotyku in
ovo, skutkowato wiekszg liczbg bakterii w jelitach
Slepych i zmniejszona obecnoscia pateczek Salmo-
nella w wymazach z kloaki w 17 dniu Zycia pta-
koéw. Autorzy wiaza to z konkurencyjnym wyklu-
czaniem, jednak wyniki produkcyjne w tej grupie
byly nizsze niz w grupie otrzymujacej B. subtilis.

Autorzy podkreslaja, ze niezaleznie od rodzaju
badanego probiotyku ich zastosowanie w paszy po
wylegu jest takze efektywne, co potwierdza szero-
ko praktyka drobiarska.

Podanie in ovo polaczenia probiotyku z prebio-
tykiem jest rowniez mozliwe i procentowac¢ moze
przyspieszonym zasiedlaniem przewodu pokarmo-
wego korzystnymi bakteriami. W tym obszarze ba-
dacze polscy odnotowali spore osiagniecia, dotyczy
to zwlaszcza pioniera badan w tym zakresie Pro-
fesora Marka Bednarczyka i Jego Zespotu z UPT
w Bydgoszczy. Z tej grupy badawczej pochodzi
ciekawa publikacja Dunistawskiej i wsp. (2017),
przedstawiajaca wplyw podania synbiotyku in ovo
na odpowiedz uktadu odpornosciowego gospoda-
rza. Praca ta opisuje, jak pojedyncza iniekcja pre-
biotyku czy synbiotyku in ovo wplywa na rozwéj
embrionalny oraz jak moduluje odpowiedz ukladu
odpornosciowego podczas catego zycia gospoda-
rza. ,Zaprojektowane” przez autoréw do podania
zarodkom synbiotyki (Lactobacillus salivarius z ga-
laktooligosacharydami GOS - oznaczony jako S1;
Lactobacillus plantarum z oligosacharydami z ro-
dziny rafinoz RFO- oznaczony jako S2) inokulo-
wano in ovo w 12 dobie inkubacji a zastosowana
technika iniekcji i dobor synbiotykow nie wplynety
znaczaco na wylegowos¢ w poréwnaniu z grupa
kontrolna. Masa urodzeniowa pisklat byla nie-
znacznie wieksza w pierwszej grupie (otrzymujacej
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synbiotyk S1), by nastepnie nie wykazywac roéznic
miedzy grupami podczas catego cyklu odchowu.
Tymczasem $miertelnos¢ byta nizsza (S1-0,83%
w grupie S1 oraz 1,17% u ptakow, ktore otrzyma-
ty S2) w grupach, ktérym podano synbiotyki niz
w grupie kontrolnej, gdzie wynosita 1,83%. Poda-
nie in ovo Lactobacillus salivarius z GOS wywotalo
wyrazne zwiekszenie ekspresji genow interleukin
IL6, IL18, IL1B, IFNy i IFNB w Sledzionie, nato-
miast w grupie z wykorzystaniem L. plantarum
i RFO (S2) nie odnotowano wzmozonej ekspresji
genow powiazanych z odpornoscig. W migdatkach
jelit slepych pod wpltywem L. salivarius + GOS za-
notowano znaczne wyhamowanie ekspresji genow
IL12, IL8, IL1B w 42 dniu zZycia i IFN w dniu 14.
Podanie in ovo L. plantarum+RFO nie wplyneto na
zwiekszenie regulacji ekspresji genoéw w migdatl-
kach jelit slepych. Cytowani badacze (14) wykazali
wiec, ze mikroflora ma posredni modulujacy efekt
na uktad odpornosciowy. Synbiotyk S1 wyzwolit
zwiekszona ekspresje genoéw w Sledzionie, nato-
miast obnizyl ja w migdatkach jelit slepych. Au-
torzy wskazuja, ze taka odmienna tendencja obu
narzadow zwigzana jest z roznym poziomem eks-
pozycji obu tkanek w warunkach fizjologicznych
na antygeny — na przykltad w przeciwienstwie do
Sledziony, migdalki jelit slepych maja ciagla stycz-
nos¢ z mikroorganizmami Swiatta jelit. Migdatki
jelit slepych szybciej reagowaly na kontakt z bak-
teria, natomiast splenocyty dluzej przedstawialy
efekty regulacji genow. Podanie synbiotyku in ovo
zapewnia bardzo wczesny kontakt GALT z bak-
teriami probiotycznymi, skutkujac rozwinieciem
miedzy innymi mechanizmoéw tolerancji dla bak-
terii korzystnych. Powyzsze doniesienie naukowe
dowodzi, ze nie tylko odpowiednie kultury pro-
biotyczne sg konieczne do wywolania wlasciwej
odpowiedzi uktadu immunologicznego, ale takze
istotny jest trafny dobér substancji prebiotycznej,
nie wszystkie one maja bowiem ten sam potencjat
stymulujacy uktad odpornosciowy. GOS charak-
teryzuje sie zwiekszonym potencjalem immuno-
modulacyjnym a jego podanie skutkuje zmiana
ekspresji genow zwiazanych z GALT.

Bardzo wazne jest stwierdzenie, ze podanie
synbiotyku in ovo zaowocowato korzystnymi zmia-
nami w ksztaltowaniu sktadu populacji mikroflory



jelitowej podczas zycia gospodarza. By zwiekszy¢
wydajnosé brojlerow kurzych, gestosc i aktywnos¢
mikrobiomu powinna by¢ mniejsza w gérnych
odcinkach przewodu pokarmowego (j. cienkie),
a znacznie zwiekszona w odcinkach dolnych - tj.
w jelitach Slepych, gdzie zachodzi proces fermen-
tacji. Wykazano, ze podanie pierwszego synbioty-
ku (S1) prowadzito do korzystnego ksztaltowania
sie liczby bakterii w poszczegdlnych odcinkach
jelit z istotnym wzrostem liczby mikroorganizmow
z podgrupy Clostridium leptum, przyjmowanej,
jako bardzo pozadany wskaznik statusu zdrowot-
nego przewodu pokarmowego. Aktywnos¢ tej pod-
grupy bakterii wigze sie z produkcja krétkotancu-
chowych kwasow thuszczowych w jelitach slepych
i mniejsza konkurencja z gospodarzem o sktadniki
odzywcze w jelicie cienkim. Podobny wptyw zasto-
sowania pierwszego synbiotyku zaobserwowano
na bakterie z grupy (klastra) Eubacterium rectale
bedacego tez pewnego rodzaju indykatorem zdro-
wia jelit. Grupa ta jest producentem m.in. ma-
Slan6éw, octanéw, mleczanéw, jako produktow
fermentacji witdkna. Posrednio wplywa wiec on na
strukture komoérek epitelialnych, gtéwnie w dol-
nych odcinkach przewodu pokarmowego. Autorzy
stwierdzili takze, ze zastosowanie Lactobacillus
salivarius z GOS in ovo, pozwolilo zmniejszy¢ li-
czebnos¢ mikroorganizméw podgrupy Bacterio-
ides-Prevotella (wsrod ktérych znajduje sie wiele
gatunkow patogennych) w jelicie cienkim i jelitach
Slepych, natomiast wykorzystanie Lactobacillus
plantarum z RFO obnizylo wystepowanie tej grupy
tylko w jelitach cienkich.

Osiagniecie stabilnego mikrobiomu prowadzi
do uzyskania homeostazy pomiedzy populacjami
drobnoustrojéw go tworzacych i nastepnie kon-
kurencyjne wykluczenie patogenow. W zwiazku
z tym szczegodlnie pozadane jest wiec jak naj-
szybsze wprowadzenie mikroflory korzystnej. To
ona wilasnie stymuluje dojrzewanie uktadu GALT
w pierwszych dniach i rzutuje na cale zycie go-
spodarza takze podczas wykorzystania i przetwo-
rzenia pokarmu. Porownanie przewodow pokar-
mowych ptakow ,germ-free” i ,standardowych”
ujawnilo znaczne réznice. U tych pierwszych byt
on znacznie 1zejszy i o cienszych Scianach. U pta-
kow germ-free mikrokosmki byly krotsze a kryp-
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ty plytsze (Plowiec, 2017). Podanie in ovo kultur
bakterii probiotycznych prowadzi nie tylko do uzy-
skania lepszego statusu zdrowotnego ale moze tez
wplywac na koncowa mase ciata, czy wykorzysta-
nie paszy. Osiggniecie lepszego statusu zdrowot-
nego jest rownie pozadanym efektem. Mikrobiom
dorostego zdrowego osobnika posiada w swoim
sktadzie rézne typy drobnoustrojow: pozyteczne,
szkodliwe czy wrecz patogenne — zZyjace w niesta-
bilnej rownowadze jedne obok drugich. Oddziatu-
jac na siebie nawzajem i miejscowo na gospodarza
wzmacniaja bariere jelitowa, stymuluja uktad od-
pornosciowy i moduluja odpowiedz zapalng. Usta-
lenie wiec tej delikatnej rownowagi jak najwcze-
$niej, wydaje sie nie tylko istotnym ze wzgledu na
wynik ekonomiczny ale moze przetozy¢ sie na wy-
nik zdrowotny stada. Idea podania kultur bakterii
korzystnych in ovo moze okazac sie kluczowym
czynnikiem wplywajacym na zdrowie i dobrostan
gospodarza. u
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