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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest eubiotyk, ktérego aktywnymi sktadnikami sg nowe szczepy bakterii
fermentacji mlekowej oraz ekstrakty wodne tymianku pospolitego Thymus vulgaris L. i lebiodki pospolitej
Origanum vulgare i jego zastosowania. Eubiotyk jest przeznaczony dla mtodych zwierzat przezuwajg-
cych, w szczegolnosci dla cielgt. Podawanie eubiotyku wedtug wynalazku zwierzetom przezuwajgcym
powoduje polepszenie wynikow produkcyjnych odchowu przez poprawe przyrostéw masy ciata, para-
metréw zoometrycznych oraz wskaznikdw biochemicznych krwi i ptynu zwacza. Eubiotyk o sktadzie
i w dawce wedtug wynalazku moze by¢ wprowadzany bezpos$rednio do wody, mleka lub preparatu mle-
kozastepczego przeznaczonego dla mtodych zwierzat przezuwajacych, zwlaszcza dla cielat.

W ostatnim czasie obserwuje sie intensyfikacje dziatan zmierzajgcych do poprawy wskaznikow
produkcyjnych oraz zdrowotnosci zwierzgt. Z ekonomicznego i hodowlanego punktu widzenia interesu-
jacym celem dla hodowcow bytoby zwiekszenie przysztej wydajnosci mlecznej i produkcyjnosci odcho-
wanych cielat, co posrednio mozna osiggng¢ przez odpowiednie zywienie i zapewnienie wtasciwych
warunkéw Srodowiskowych. Jednakze wraz ze wzrostem produkcyjnosci obserwuje sie pogorszenie
zdrowotnosSci zwierzat, co bezposrednio wptywa na ich dtugowiecznosc.

Juz od pierwszych tygodni zycia cielgt nastepuje intensywny wzrost i rozwéj uktadu pokarmo-
wego. W tym okresie nastepuje rowniez ksztattowanie odpornosci organizmu, ktéra decyduje o tempie
adaptacji w srodowisku, wptywajgcej na pézniejszg produkcyjnosé zwierzat. Wyniki badan potwierdzaja,
ze cieleta czesciej chorujgce w pierwszych tygodniach zycia osiggnety nizszg produkcyjnosé (LeBlanck
i in., 2006). Nasilenie wystepowania biegunek obserwuje sie w pierwszych dwoch tygodniach zycia.
Czynnikami etiologicznymi biegunek u cielgt sg nie tylko ré6znorodne czynniki zakazne, ale rowniez zte
warunki zoohigieniczne, a w szczegélnosci niewtasciwe zabezpieczenie immunologiczne cielat w pierw-
szych dniach zycia. Ponadto nalezy pamietac, ze jesli ciele zachorowato na biegunke, znacznie wzrasta
ryzyko innych zachorowan, w szczegolnosci chordb ukfadu oddechowego, co zwieksza koszty leczenia
i ryzyko $mierci czy ewentualnych komplikacji po przechorowaniu (Gulliksen i in., 2009). Poziom presji
infekcyjnej jest wprost proporcjonalny do koncentracji patogenéw w srodowisku.

Biegunki u cielgt najczesciej wywotywane sg przez enterotoksyczne szczepy Escherichia coli
(ETEC) i Clostridium perfringens oraz wirusy. Najgrozniejszy dla nowo narodzonych cielat jest szczep
ETEC produkujgcy enterotoksyne STa, ktorej dziatanie powoduje zwiekszong sekrecje enterocytow
w jelicie cienkim. Wskutek jej dziatania dochodzi do biegunki sekrecyjnej. Prawidtowe odpojenie siarg
zapobiega adhezji i kolonizaciji jelit przez patogenne szczepy E. coli, dlatego jako$¢ siary jest bardzo
wazna na tym etapie. Mechanizm dziatania enterotoksyn polega na wnikaniu ich do wnetrza enterocy-
téw i stymulowaniu wydalania przez komoérki nabtonkowe jondw chloru i potasu oraz hamowaniu ab-
sorpcji jonéw sodu z przewodu pokarmowego. W efekcie prowadzi to do gromadzenia sie wody w $wie-
tle jelita i wystgpienia biegunki.

Bezposrednimi konsekwencjami wystepowania biegunek sg pogorszenie pobrania mieszanki pa-
szowej typu starter oraz zwigzane z nim nizsze przyrosty masy ciata. Priorytetami aktualnych strategii
odchowu mtodziezy hodowlanej sg przede wszystkim ograniczenie upadkéw, maksymalizacja przyro-
stéw masy ciata w okresie zywienia paszami ptynnymi oraz wiasciwe przygotowanie przewodu pokar-
mowego do wykorzystywania pasz statych. W Wielkiej Brytanii upadki cielgt w pierwszych 6 miesigcach
odchowu wynoszg ok. 6%, co generuje straty okoto 60 miliondéw funtéw. Kluczowe zatem w tym okresie
zycia cielat jest dostarczenie odpowiedniej ilosci sktadnikéw pokarmowych, a formg wspomagajgca
dziatania profilaktyczne moze by¢ stosowanie dodatkéw paszowych.

Doswiadczenia in vivo prowadzone w wielu oérodkach naukowych wskazujg jednoznacznie na
duzg efektywno$¢ stosowania probiotykéw, zwtaszcza u miodych przezuwaczy (Frizzo i in., 2011; Bay-
atkouhsar i in., 2013; Soto i in., 2014; Yohe i in., 2015). Dodatek probiotykéw oraz synbiotykéw do
preparatu mlekozastepczego lub mieszanki tresciwej typu starter wptywa pozytywnie na wskazniki pro-
dukcyjne, co moze byé spowodowane dziataniem kolonizujgcym bakterii probiotycznych w przewodzie
pokarmowym, chronigc go przed dziatalnoscig mikroflory patogennej i tym samym warunkujgc opty-
malne trawienie, wchtanianie i przyrosty dobowe. Soto i in. (2014) wykazali pozytywng tendencje do
poprawy tygodniowych przyrostéw masy ciata i wspétczynnika wykorzystania paszy po wprowadzeniu
do niej bakterii Lactobacillus plantarum. Bayatkouhsar i in., (2013) zaobserwowali wyzszg koricowg
mase ciata, wysokos$¢ w kiebie i krzyzu cielgt oraz wskazali tendencje do poprawy spozycia mieszanki
tresciwej typu starter, jako efektu podawania bakterii kwasu mlekowego (LAB). Stosowanie probiotykow
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i fitobiotykdw zmniejsza zachorowalno$é na biegunki. Durmic i Blache (2012) wskazujg na silne wtasci-
wosci przeciwbakteryjne i przeciwwirusowe ziét. Bakterie kolonizujg jelita i pozostajg w symbiozie
z organizmem chronigc go przed patogenami. Zblizone wyniki otrzymali Timmerman i in. (2005), ktérzy
wykazali obnizenie $miertelnosci spowodowanej biegunkami. Autorzy ci obserwowali takze efektywniej-
sze wykorzystanie paszy i wyzsze przyrosty masy ciata na zakonczenie pierwszego okresu odchowu.
Badania Frizzo i in. (2010) wykazaty wyzsze przyrosty masy ciata, pobranie mieszanki tresciwej typu
starter oraz trend wzrostu masy ciata i wysokos$ci w ktebie, jako efekt dodatku LAB+200 g/d suszonej
serwatki.

Poprawa efektéw produkcyjnych moze nastgpi¢ takze w wyniku stosowania fitobiotykow. Wéréd
nich bardzo ciekawg grupg sg wodne ekstrakty ziotowe. Ich dziatanie jest uzaleznione od dawkowania,
zawartosci zwigzkow biologicznie czynnych, sktadu jakosciowego i iloSciowego (Utiyama i in. 2006).
Zawarto$¢ substancji aktywnych moze byé bardzo zréznicowana w zaleznoéci od czesci ro$liny, okresu
zbioru czy tez pochodzenia geograficznego (Windisch i in. 2008; Hashemi i Davoodi 2011). Szeroka
gama zwigzkdw biologicznie czynnych zawartych w roslinach warunkuje ich zakres dziatania m.in. po-
prawe smakowitosci pasz, pobudzanie apetytu, stymulacje trawienia, wzmacnianie ukfadu immunolo-
gicznego, wtasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe, przeciwpasozytnicze oraz dziatanie anty-
oksydacyjne. W praktyce zwraca sie uwage na poprawe przyrostéw, wykorzystanie paszy i ogolny stan
zdrowia zwierzat. Ziota stosowane w niewtasciwie dobranych dawkach mogg jednak dziata¢ toksycznie
(Durmic i Blache, 2012).

W praktyce mozna spotegowac korzystne dziatanie pojedynczych dodatkéw paszowych poprzez
ich tgczenie i tworzenie kompozycji sktadajgcych sie z réznych szczepdw bakterii probiotycznych, do-
datkéw fitobiotycznych, prebiotykdw, kwaséw organicznych i innych skfadnikéw aktywnych. Stosowanie
kompozycji wielosktadnikowych wymaga jednak standaryzacji preparatéw probiotycznych i fitobiotycz-
nych, co najmniej w taki sposéb, aby zapewni¢ obecno$é w preparacie probiotycznym wszystkich szcze-
péw o dziataniu prozdrowotnym, a w dodatku fitobiotycznym optymalny udziat substancji biologicznie
aktywnych. Na Swiecie jest wiele rozwigzan, ktére przewidujg wykorzystanie wielosktadnikowych pre-
paratow dla zwierzat, zwlaszcza dla cielgt. Jednym ze znanych rozwigzan jest, znany z opisu
IN1000DE2014, sposob wytwarzania i sktad dodatku do paszy zawierajgcego ziota. Dodatek ten skfadat
sie (w/w) z: 5-12,5% rokitnika pospolitego, 0,01-0,05% korzenia r6zanca gorskiego, 4—16% lisci moreli
pospolitej, 1,5-6% lisci topoli czarnej oraz pozostatych sktadnikéw. Rozwigzanie to zaproponowane zo-
stato w celu zwiekszenia produkcyjnosci i wydajnosci oraz poprawy zdrowotnosci kréw mlecznych.
W rozwigzaniu znanym z opisu W02014182813 wykorzystano kompozycje ekstraktéw zawierajgcych
tymol i karwakol. Ujawniono, ze mieszanina ekstraktow roslinnych zawierajgcych tgcznie tymol i karwa-
kol, jest bardziej skuteczna, jako $rodek przeciwdrobnoustrojowy, niz w réwnowaznej ilosci stosowany
sam karwakol lub sam tymol. Inny dodatek fitobiotyczny, opisany w patencie RU2392825, zawiera
w swoim sktadzie ziele lebiodki pospolitej, dziurawca, babki, glistnika i rumianku w stosunku 1:1 kazdego
ze sktadnikéw. Rozwigzanie to wptywa na poprawe apetytu oraz zwieksza odporno$¢ zwierzat i popra-
wia funkcjonowania organizmu zwierzecego. W opisie CN104840869 przedstawiono kompozycje, ktéra
skfada sie z wiciokrzewu, mniszka lekarskiego, opuncji potozonej, fioletu japoriskiego, forsycji zwistej,
mitorzebu japonskiego, patrini, bulbul, maranty trzcinowej, trawy Ploughshare, soczewicy, Shichangpu,
magnolii, porii, Amomum villosum i Chencang. Mieszanka ta wykazuje wtasciwosci detoksykacyjne,
przeciwgorgczkowe, przeciwbiegunkowe, przeciwbakteryjne prowadzgc do ograniczenia liczby biegu-
nek, wzmacniajgc odporno$¢ oraz zmniejszajgc SmiertelnoS¢é zwierzat i obnizajgc koszty zywienia.
Z kolei dodatek paszowy, ktéry zaproponowano w patencie RU2294648 zawiera olejek z oregano sta-
nowigcy 3—7% masy dodatku, ktéry zwieksza odpornosé i wptywa na wydajno$¢ zwierzat gospodar-
skich. W opisie US2014134144 autorzy ujawnili preparat probiotyczny zawierajgcy od 108 do 10° komé-
rek Lactobacillus casei SBP i Lactobacillus pseudoplantarum w 1 g odttuszczonego mleka w proszku,
zapobiegajacy wystepowaniu choréb biegunkowych u przezuwaczy. W rozwigzaniu znanym z opisu
EP1088483 przedstawiono kompozycje, ktéra skfada sie z ekstraktu z palmy Yucca oraz aktywnych
i nieaktywnych drozdzy Saccharomyces cerevisiae IP 1.077 w stezeniu 5 x 10° KBE/kg catkowitej masy
ciata. Kompozycja zawiera takze pierwiastki $ladowe: miedz (68 mg/kg), selen (100 mg/kg) albo kobalt
(80 mg/kg). Dodatek paszowy zwieksza odpornos$c¢ i poprawia wskazniki produkcyjne. W kolejnym zgto-
szeniu patentowym CN103907767 przedstawiono kompozycje skfadajgcg sie z mieszaniny drozdzy,
ktére wptywajg na stabilizacje fermentacji w zwaczu, poprawe spozycia paszy i zdrowotnosci. Rozwia-
zanie znane z opisu JPH04370066 dotyczy dodatku paszowego, sktadajgcego sie z lisci Eukomii wig-
zowatej (Eucommia ulmoides Oliver), ktéra powoduje polepszenie smaku, zwiekszenie spozycia paszy
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i poprawia zdrowotnos$é i produkcyjno$é u przezuwaczy. Z kolei w opisie CN104642813 autorzy przed-
stawili kompleks sktadajacy sie z 4 szczepédw mikroorganizmoéw oraz dodatku ziét mniszka lekarskiego,
korzeni grzybow i ostu dla przezuwaczy. Zadaniem tego dodatku paszowego jest utatwienie fermentacji
paszy, poprawa strawnosci i wykorzystania paszy, wzrost odpornosci a zmniejszenie Smiertelnosci
zwierzat i obnizenie kosztéw zywienia.

Mimo istniejgcych, tradycyjnych $rodkéw do zwalczania mikroorganizméw chorobotwdérczych, jak
antybiotyki, poszukiwane sg ciggle nowe, naturalne substancje, pozbawione wad antybiotykéw. Do ta-
kich substancji mogg by¢ zaliczane probiotyki oraz biologicznie czynne substancje roslinne. Jednakze
antagonistyczne dziatanie probiotykéw jest cechg szczepozalezng. Ponadto bakterie chorobotwércze
cechujg sie duzg zmiennoscia, a wiec zdarza sie, ze bakterie probiotyczne, ktére skutecznie zwalczaty
patogeny, stajg sie nieskuteczne wskutek mutacji zachodzgcych u patogenéw. Wynika stad koniecz-
no$¢ nieustannego poszukiwania i doboru bakterii probiotycznych do patogenéw wystepujgcych aktu-
alnie u danego gatunku zwierzgt w danym regionie. Szczegdble zagrozenie w warunkach fermowych
stanowg bakterie E. coli i C. perfringens, przyczyniajgce sie do wystgpienia wielu schorzen oraz do
pogorszenia wskaznikéw produkcyjnych zwierzat. Pozytywne dziatanie bakterii moze by¢é wzmocnione
przez obecnos$é innych substancji ochronnych lub stymulujgcych wzrost zwierzat jak wyciagi ziotowe.
Jednakze sposéb pofaczenia i ochrony tych substancji jest na tyle istotny, ze w sprzyjajgcych okolicz-
nosciach, wynikajgcych zarédwno z ich charakterystyki, mechanizmu dziatania, jak i koncentracji zwigz-
koéw biologicznie czynnych, wzajemne ich oddziatywanie moze by¢ pozytywne lub negatywne. Jest to
spowodowane zréznicowaniem osobniczym w duzej mierze uzaleznionym od $rodowiska hodowli mio-
dych zwierzat przezuwajgcych, w tym cielat. Ze wzgledu na ciggte zmiany w populaciji mikroorganizmoéw
czesS¢ preparatéw, ktére posiadajg dziatanie przeciwbakteryjne moze tez by¢ mato efektywna, lub prze-
ciwnie, aktywnos$é przeciwbakteryjna moze byé skierowana przeciwko bakteriom probiotycznym. Ozna-
czato, ze dla ochrony zwierzat konieczne jest nieustanne poszukiwanie nowych kompozycji wieloskfad-
nikowych, oddziatujgcych na zdrowotnos$c¢ i wzrost zwierzat. W praktyce zywieniowej, kazdy ze sktadni-
kow jest czesto stosowany niezaleznie, przez co nie uzyskuje sie efektu synergii. Takze mieszaniny
wielosktadnikowe réznych dodatkéw nie zawsze sg skuteczne. Efekt synergii wystepuje, bowiem jedy-
nie wtedy, gdy obecne w dodatku sktadniki nie wptywajg wzajemnie na siebie béjczo lub konkurencyjnie,
a dziafajg na réznych ptaszczyznach i w réznych kluczowych miejscach przewodu pokarmowego.

Celem wynalazku jest dostarczenie nowego dodatku do pasz — eubiotyku, zawierajgcego bakterie
probiotyczne oraz ekstrakty z zi6t do zapobiegania infekcji u mtodych zwierzat przezuwajgcych, zwiasz-
cza cielat, przy jednoczesnej poprawie efektéw hodowlanych. Wedtug wynalazku zastosowanie tego
eubiotyku moze wspomoéc leczenie przez skrécenie jego czasu oraz profilaktyke, a takze poprawic¢
efekty ekonomiczne przez uzyskanie wyzszych przyrostow masy ciata oraz rozwoju przewodu pokar-
mowego.

Eubiotyk dla zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielgt wedtug wynalazku zawiera nowe szczepy
bakterii probiotycznych Lactobacillus rhamnosus eub1B i/lub Lactobacillus salivarius eub2B i/lub Lacto-
bacillus sake eub3B oraz wodny ekstrakt z tymianku pospolitego Thymus vulgaris L i/lub wodny ekstrakt
z lebiodki pospolitej Origanum vulgare.

Wymienione szczepy zostaty zdeponowane w depozycie patentowym Polskiej Kolekcji Mikroor-
ganizméw we Wroctawiu pod numerami akcesyjnymi:

Lactobacillus casei eub1B = Lactobacillus casei PKM B/00103

Lactobacillus salivarius eub2B = Lactobacillus salivarius PKM B/00102

Lactobacillus sakei eub3B = Lactobacillus sakei PKM B/00101.

W sktad eubiotyku wedtug wynalazku wchodzi od 10 do 30% w/w, korzystnie 20% w/w biomasy
komarkowej bakterii probiotycznych w suchej masie eubiotyku, utrwalonych metodg suszenia. Korzyst-
nie, bakterie probiotyczne wprowadzone sg do eubiotyku w postaci suchej, sypkiej. Wodne ekstrakty
ziotowe stanowig od 30 do 90% w/w suchej masy eubiotyku, korzystnie 80% w/w, i wprowadzone sg do
eubiotyku w postaci suchej, sypkiej, korzystnie w proporcjach 1:1. Korzystnie, skfadniki ziotowe i bakte-
ryjne eubiotyku sg mieszane razem, a cato$¢ ma postaé sypkg. Eubiotyk moze byé podawany zwierze-
tom w formie sypkiej lub ptynnej. Eubiotyk moze byé samoistnym produktem, lub moze byé dodany do
preparatu mlekozastepczego, mleka, lub wody, a takze do funkcjonalnych dodatkéw paszowych. Ko-
rzystnie eubiotyk jest rozpuszczalny w wodzie, mleku i w preparacie mlekozastepczym.

Przeprowadzono doswiadczenia, w ktérych eubiotyk wprowadzano do preparatu mlekozastep-
czego i/lub mleka dla cielgt w pierwszym okresie odchowu.
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Zwierzeta utrzymywane byty w kojcach indywidualnych i podzielone na grupe kontrolng otrzymu-
jacq diete bez dodatku eubiotyku i doswiadczalng, z dodatkiem wytworzonego eubiotyku. Doswiadcze-
nia byty prowadzone podczas pierwszego okresu odchowu cielgt (0-56 dni). Nieoczekiwanie stwier-
dzono, ze zwierzeta otrzymujgce eubiotyk osiggnety znacznie wyzszg koficowg mase ciata, lepsze przy-
rosty masy ciata, wyzsze spozycie paszy oraz lepsze wskazniki zoometryczne i biochemiczne krwi.

Sposo6b zwiekszenia efektywnosSci zywienia zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielgt wediug
wynalazku polega na podawaniu zwierzetom eubiotyku w ilosci od 0,5 do 5,0 g, korzystnie 1,25 g na
dzien na zwierze. Korzystnie, eubiotyk podaje sie zwierzetom mtodym, szczegdlnie w okresie od 0 do
56 dnia zycia.

Sposo6b poprawy rozwoju przewodu pokarmowego, szczegdlnie zwacza u zwierzat przezuwaja-
cych, zwtaszcza cielat, wedtug wynalazku polega na podawaniu zwierzetom eubiotyku w ilosci od 0,5
do 5,0 g, korzystnie 1,25 g na dzieh na zwierze.

Eubiotyk wedtug wynalazku ze wzgledu na kompleksowo$¢ dziatania i wysokg skuteczno$¢ wy-
nikajacg ze specyficznego i niepowtarzalnego skfadu, jak réwniez wzajemnych proporcji pomiedzy
skfadnikami, dziata pozytywnie zaréwno na wskazniki produkcyjne, jak rowniez na wskazniki bioche-
miczne krwi oraz ptynu zwacza. Ponadto, w odré6znieniu od innych dodatkéw, jest tatwy w aplikaciji.

Dzieki wtasciwemu potgczeniu sktadnikdédw uzyskano nowy efekt synergii, ktéry umozliwit poprawe
wielu istotnych obszardéw produkcyjnoéci zwierzat. Prawidtowy dobér poszczegéinych dodatkéw ogra-
niczyt mozliwos¢ wzajemnego efektu antagonistycznego sktadnikéw dodatku, przez co poszczegéine
komponenty mogty spetni¢ wyznaczone im zadanie.

Wynalazek przedstawiono w przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Doswiadczenie produkcyjne na cieletach z zastosowaniem eubiotyku 1.

Przygotowano eubiotyk 1 o sktadzie (% suchej masy): utrwalona biomasa bakterii probiotycznych
Lactobacillus casei eub1B, Lactobacillus salivarius eub2B, Lactobacillus sake eub3B (w proporcji 1:1:1)
20%, susz ekstraktu wodnego lebiodki 40% i susz ekstraktu wodnego tymianku 40%. Suchy, sypki eu-
biotyk wprowadzono do rozpuszczonego preparatu mlekozastepczego w ilosci 0,15% w/w i przeprowa-
dzono doswiadczenie produkcyjne na cieletach rasy Polskiej Holsztyno-Fryzyjskiej w pierwszym okresie
odchowu (0-56 dni). Zwierzeta przyporzadkowano wedtug analogdéw (pochodzenie, pteé¢, urodzeniowa
masa ciata) do dwéch grup dodwiadczalnych: kontrolnej (bez eubiotyku) oraz do$wiadczalne (z eubio-
tykiem 1), po 12 osobnikéw w kazdej. W okresie do$wiadczenia zwierzeta przebywaty w kojcach indy-
widualnych i byty zywione preparatem mlekozastepczym i mieszankg paszowg typu starter ad libitum.
Zwierzeta grupy doswiadczalnej otrzymywaty dziennie 1,25 g eubiotyku na zwierze. Wyniki do$wiad-
czenia produkcyjnego przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. DoSwiadczenie produkcyjne na cieletach w pierwszym okresie odchowu,
karmionych paszg z eubiotykiem 2 i bez eubiotyku.

Parametry Grupa kontrolna | Grupa doswiadczalna
Poczatkowa masa ciata (kg) 41,6 41,3
Koncowa masa ciata (kg) 68.8 72,2
Przyrosty catkowite (kg) 3402 3863
Przyrosty dobowe (g) 353 404
Catkowite spozycie mieszanki (kg) 311 360
Dobowe spozycie mieszanki typu starter (g) 555 631

Zmiana wysokosci w krzyzu 0-56 dni (cm) 8,6 11,3

Liczba przypadkow biegunek 12 3

W grupie otrzymujgcej eubiotyk wykazano istotnie lepsze przyrosty masy ciata. Ponadto w grupie
tej odnotowano lepsze spozycie paszy i korzystniejsze wskazniki zoometryczne (wysokos$é w krzyzu),
a takze stwierdzono mniej biegunek.

Przyktad 2. Doswiadczenie produkcyjne na cieletach z zastosowaniem eubiotyku 2.

Przygotowano eubiotyk 2 o sktadzie (% suchej masy): biomasa bakterii probiotycznych Lactoba-
cillus casei eub1B, Lactobacillus salivarius eub2B, Lactobacillus sake eub 3B (w proporcji 1:1:1) 30%,
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susz ekstraktu wodnego lebiodki 30% i susz ekstraktu wodnego tymianku 40%. Eubiotyk 2 wprowa-
dzono do peinego mleka lub preparatu mlekozastepczego w ilosci 0,20% wi/w i przeprowadzono do-
Swiadczenie produkcyjne na cieletach rasy Polskiej Holsztyno-Fryzyjskiej w pierwszym okresie od-
chowu (0-56 dni). Zwierzeta przyporzgdkowano wedtug analogéw (pochodzenie, pteé¢, urodzeniowa
masa ciata) do dwdch grup: kontrolnej (bez eubiotyku) oraz do$wiadczalnej (z eubiotykiem 2), po
10 osobnikédw w kazdej. W okresie doSwiadczenia zwierzeta przebywaty w kojcach indywidualnych,
zywione w grupie kontrolnej mlekiem i mieszankg paszowg typu starter, a w grupie do$wiadczalnej mle-
kiem z eubiotykiem i takg samg mieszankg paszowg typu starter. Do osiggniecia wieku 4 tygodni eubio-
tyk byt podawany zwierzetom w mleku, a nastepnie do wieku 8 tygodni z takg samg ilo$cig do preparatu
mlekozastepczego. W obu przypadkach mieszanka paszowa typu starter byta podawana ad libitum.
Zwierzeta grupy doswiadczalnej otrzymywaty 1,60 g eubiotyku na dzieh na zwierze. Wyniki do$wiad-
czenia produkcyjnego przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2 Doswiadczenie produkcyjne na cieletach w pierwszym okresie odchowu,
karmionych paszg z eubiotykiem 2 i bez eubiotyku.

Parametry Grupa kontrolna | Grupa doswiadczalna
Poczatkowa masa ciata (kg) 42,1 41,9
Koncowa masa ciata (kg) 68.4 70,2
Przyrosty catkowite (kg) 26,3 28,3
Przyrosty dobowe (g) 515,7 5549
Catkowite spozycie mieszanki (kg) 298 346
Dobowe spozycie mieszanki typu starter (g) 532 618

Zmiana wysokosci w krzyzu 0-56 dni (cm) 8,4 10,9

Liczba przypadkow biegunek 14 2

W grupie otrzymujgcej eubiotyk stwierdzono wyzsze dobowe i catkowite przyrosty masy ciata, co
wplyneto na wyzszg koncowg mase ciata zwierzat. Ponadto w grupie tej stwierdzono lepsze spozycie
paszy i korzystniejsze wskazniki zoometryczne, a takze zanotowano mniej przypadkéw wystgpienia
biegunek.

Przyktad 3. Wpfyw stosowania eubiotyku na wskazniki mikrobiologiczne i biochemiczne
plynu Zwacza.

W oparciu o0 eksperyment opisany w przykfadzie 1, sondg pobierano ptyn zwaczowy w ciggu
3-6 godz. po porannym odpoju w 28 i 42 dniu zycia. Bezpos$rednio po pobraniu ptynu zwacza dokony-
wano pomiaru pH przy uzyciu pH-metru CP-104. Préby wirowano przez 10 min z predkoscig 11200
obr./min w celu separacji supernatantu, ktéry zamrazano do temp. -20°C i przechowywano do dalszych
analiz.

Koncentracje azotu amoniakalnego (N-NH3) oznaczono kolorymetrycznie metoda Nesslera zmo-
dyfikowang przez Szumacher-Strabel i in. (2002). Analize stezenia lotnych kwaséw tluszczowych (LKT)
wykonano zgodnie z metodykg Zioteckiego i Kwiatkowskiej (1973) technikg chromatografii gazowe;.
Analize mikroskopowg pierwotniakéw (Entodiniomorph i Holotrich) wykonano w kropli ptynu zwacza we-
dtug metodyki opisanej przez Michatowski i in. (1986), natomiast bakterii w komorze Thoma (Blau
Brand®, Wertheim, Germany) wediug metody opisanej przez Ericsson i in. (2000). Wyniki do$wiadcze-
nia przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Wptyw stosowania eubiotyku na wskazniki mikrobiologiczne
i biochemiczne ptynu zwacza.

Cech Czas Grupa Grupa
ccha (d) kontrolna | doswiadczalna
H 28 5,77 6,16

P 42 6.06 6.22

28 3,23 3,09

Suma LKT (mmol/L) 1 3.33 3.68

28 14,86 19,29

N-NH; (mmol/L) 42 17,53 18,36

Ogodlna liczba bakterii 28 18.80 18.85

(logio/ml) 42 18,79 18,92

) 28 3,20 3,08

Holotricha (logio/ml) 1 5.61 5.68

Entodiniomorpha 28 8,79 9,07

(logo/ml) 42 9,59 9,46

Przyktad 4. Wplyw stosowania eubiotyku na wskaZniki biochemiczne krwi.

Préby krwi pobierano z zyty szyjnej zewnetrznej od zwierzat z doswiadczenia opisanego w przy-
ktadzie 1 w czasie od 3 do 6 godz. po porannym odpoju, czterokrotnie w okresie odchowu: 1, 14, 28,
42 dobie. Préby krwi wirowano 3000 obr/min przez 15 min w celu oddzielenia surowicy, ktérg po prze-
pipetowaniu przechowywano w temp. -20°C do czasu wykonania dalszych analiz. Analizy wskaznikow
biochemicznych krwi wykonano za pomocg zestawu odczynnikéw Pointe Scientific oraz Diagnostic Sys-
tem Lab.

T abela 4. Charakterystyka zestawu odczynnikéw zastosowanych
do analizy wskaznikéw biochemicznych krwi cielat.

Azot mocznikowy (BUN) B7552 Puinte Scientific
B-hydroksymaslan (BHBA) H7587-58
IGF-I DSL-2800 Diagnostic System Lab

Koncentracje wolnych kwaséw ttuszczowych (WKT), azotu mocznikowego (BUN) i kwasu B-hy-
droksymastowego (BHBA) oznaczono kolorymetrycznie. Analize zawartosci WKT przeprowadzono
zgodnie z metodyka Duncomble (1964). Pomiary absorbancji wykonano z wykorzystaniem spektrofoto-
metru Marcel Media. Analize stezenia insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF-l) wykonano metodg
radioimmunologiczng (RIA) z wykorzystaniem czytnika promieniowania Gamma Automatic Gamma Co-
unter 1470.
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Tabela 5 Woplyw stosowania eubiotyku
na wskazniki biochemiczne krwi.

Coeh c 4 Grupa Grupa
echa 2as (@ | yontrolna | doswiadczalna
1 11,16 18,33
14 11,64 14,01
BUN (mg/dl) 78 11,64 13,87
42 9,25 11,84
1 0,34 0,40
14 0,33 0,20
BHBA (mmol/L) 3 0.35 0,21
47 0,34 0,26
1 0,22 0,39
14 0,16 0,22
WKT (mmol/L) 78 0.13 0,21
42 0,12 0,23
1 113 131
14 50 125
IGF-I (ng/mL) 78 146 175
42 67 2

W grupie otrzymujgcej eubiotyk stwierdzono lepsze wskazniki biochemiczne krwi cielat.
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Zastrzezenia patentowe

. Eubiotyk dla zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielat, znamienny tym, ze zawiera nowe
szczepy bakterii probiotycznych Lactobacillus casei eub1B, zdeponowany pod numerem PKM
B/00103, i/lub Lactobacillus salivarius eub2B, zdeponowany pod numerem PKM B/00102 i/lub
Lactobacillus sake eub3B, zdeponowany pod numerem PKM B/00101, oraz wodny ekstrakt
z tymianku pospolitego Thymus vulgaris L i/lub wodny ekstrakt z lebiodki pospolitej Origanum
vulgare, przy czym w sktad probiotyku wchodzi od 10 do 30% w/w, korzystnie 20% w/w bio-
masy komadrkowej bakterii probiotycznych w suchej masie eubiotyku, utrwalonych metodg su-
szenia oraz wodne ekstrakty ziotowe stanowig od 30 do 90% w/w w jego suchej masie, ko-
rzystnie 80% w/w.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze bakterie probiotyczne wprowadzone sg do
niego w postaci suchej, sypkie;j.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1 albo 2, znamienny tym, ze wodne ekstrakty ziotowe, wprowadzone
sg do eubiotyku w postaci suchej, sypkiej, korzystnie w proporcjach 1:1.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3, znamienny tym, ze sktadniki ziotowe i bakteryjne
preparatu sg mieszane razem, a cato$¢ ma postac sypka.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3 albo 4, znamienny tym, ze jest podawany zwierzetom
w formie sypkiej lub ptynnej.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3 albo 4 albo 5 albo 6 albo 7, znamienny tym, ze jest
samoistnym produktem lub jest dodany do preparatu mlekozastepczego lub mleka lub wody
lub do funkcjonalnych dodatkéw paszowych.

. Eubiotyk wedtug zastrz. 1 albo 2 albo 3 albo 4 albo 5 albo 6, znamienny tym, ze jest rozpusz-
czalny w wodzie, mleku i w preparacie mlekozastepczym.

. Sposo6b zywienia zwierzat przezuwajgcych, zwtaszcza cielat, znamienny tym, ze zwierzetom
podaje sie eubiotyk ujawniony w zastrz. od 1 do 7 w iloéci od 0,5 do 5,0 g, korzystnie 1,25 g
na dzien na zwierze.

. Spos6b zywienia wediug zastrz. 8, znamienny tym, ze eubiotyk wedtug zastrz. 1 podaje sie
zwierzetom mtodym, szczegdlnie w okresie od 0 do 56 dnia zycia.



