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1. Wykaz stosowanych symboli, oznaczen i skrotow

Oznaczenie Petna nazwa

ALP fosfataza zasadowa

ALT aminotransferaza alaninowa

AST aminotransferaza asparaginianowa

ATCC Amerykanska kolekcja szczepow wzorcowych
BHA butylohydroksyanizol

BW Masa ciata

BWG przyrost masy ciala

CFUTK jednostki tworzace kolonie

d dzien

DMSO dimetylosulfotlenek

DPPH 2’2-difenylo-1-pikrylohydrazyl

FCR konwersja paszy

Fl spozycie paszy

FIC frakcyjne stezenie hamujace

FICI indeks frakcyjnego st¢zenia hamujacego

GC/MS chromatografia gazowa sprz¢zona ze spketrometrig mas
HDL lipoproteina o duzej gestosci

JTK jednostki tworzace kolonie

LEO olejek eteryczny z lawendy

LDL lipoproteina o niskiej gestosci

m/z stosunek masy jonu do jego tadunku

MIC minimalne stezenie hamujace

MRSA gronkowiec ztocisty (Staphylococcus aureus) oporny na metycyling
RI indeks retencji

SEM btad standardowy s$rednie;j

TAS catkowity status antyutleniajacy

UV-VIS spektroskopia w nadfiolecie i obszarze widzialnym
WCR konwersja wody

Wi spozycie wody




2. Streszczenie

Kurczgta brojlery obecnie wykorzystywane w produkcji drobiarskiej charakteryzujg sie
bardzo szybkim tempem wzrostu, przy jednoczesnie wickszej podatnosci na réoznego rodzaju
zaburzenia zdrowotne, co czesto prowadzi do chorob. W zwigzku z tym, ze wspolczesne
metody chowu drobiu zmierzaja do ograniczenia stosowania syntetycznych dodatkéw, coraz
wickszg uwage zwraca si¢ na naturalne produkty roslinne, ktére moga by¢ stosowane jako
dodatki fitobiotyczne. Substancje syntetyczne charakteryzuja si¢ wicloma dziataniami
niepozadanymi oraz coraz mniejszg skuteczno$cia w terapii zakazen bakteryjnych.
Zmniejszona skuteczno$¢ zwigzana jest z powstawaniem szczepOw opornych na dziatanie
antybiotykow, dlatego tez celowe jest poszukiwanie naturalnych substancji o dziataniu

przeciwdrobnoustrojowym.

Celem badan byto okreslenie wptywu olejku eterycznego z lawendy lekarskiej — LEO
(Lavandula angustifolia) na cechy produkcyjne, sktad mikroflory jelita biodrowego oraz
wybrane wskazniki biochemiczne, immunologiczne 1 antyoksydacyjne krwi kurczat brojleréw,
a takze ocena jego oddziatywania in vitro w potaczeniu z gentamycyna i enrofloksacyna, wobec
wybranych szczepow bakterii. Lacznie przeprowadzono trzy do§wiadczenia z zastosowaniem
olejku lawendowego jako dodatku do wody pitnej dla kurczat brojlerow. Doswiadczenia
kazdorazowo przeprowadzono na 300 nieseksowanych kurczetach brojlerach Ross 308.
Jednodniowe piskleta przydzielano do trzech grup doswiadczalnych, po 100 osobnikow kazda.
W grupie kontrolnej — kurczgta otrzymywaty przez caty okres odchowu wode pitng bez dodatku
LEO. W grupach doswiadczalnych dodawano do wody pitnej olejek lawendowy w réznych

stezeniach 1 przy rdznej dlugosci stosowania.

W I doswiadczeniu olejek lawendowy aplikowano w stezeniu 0,2 1 0,4 mL/L. W II i III
do$wiadczeniu, stosowano st¢zenie 0,4 mL/L, w grupie LEO1.42 od 1. do 42. doby zycia,
natomiast w grupie LEO22.42 od 22. do 42. Podczas doswiadczen okreslano mase ciata (BW)
kurczat, spozycie paszy (Fl), spozycie wody (WI) oraz rejestrowano upadki i brakowania
zdrowotne. W 42. dniu Zycia od kurczat pobierano proby krwi, ktore poddano oznaczeniom
wybranych wskaznikow biochemicznych (fosfatazy zasadowej — ALP, aminotransferazy
alaninowej — ALT, aminotransferazy asparaginianowej —AST, cholesterolu, glukozy,
triglicerydéw,  kwasu = moczowego,  biatka  calkowitego), immunologicznych

(immunoglobuliny:  1gA, 1gG, IgM) i antyoksydacyjnych (catkowitego statusu




antyoksydacyjnego —-TAS). Badanie oddzialywania potaczenia olejku lawendowego

z enrofloksacyng i gentamycyng przeprowadzono metoda szachownicy (checkerboard).

Wyniki badan dowiodty, ze dodatek olejku lawendowego do wody pitnej dla kurczat

brojleréw miat pozytywny wplyw na koncowg mase ciata kurczat oraz FCR (p < 0,01).

Nie odnotowano natomiast roznic miedzy grupami w przypadku spozycia paszy i wody,
przezywalnosci oraz wskaznikow biochemicznych i immunologicznych krwi (p > 0,05).
Wykazano, ze olejek lawendowy podwyzszyl catkowity status antyoksydacyjny (TAS)
surowicy krwi (p <0,01).

Analiza sktadu tresci jelita biodrowego wykazala, ze liczebno$¢ poszczegolnych grup
drobnoustrojow, z wyjatkiem Escherichia coli, coliform oraz bakterii probiotycznych u kurczat
otrzymujacych olejek lawendowy byta porownywalna z warto$ciami uzyskanymi w grupie
kontrolnej. Wykazano, ze olejek lawendowy charakteryzuje si¢ wlasciwosciami
modyfikujacymi mikroflor¢ przewodu pokarmowego wzgledem Escherichia coli i coliform

(p <0,01). W zadnej probce nie wykryto obecnosci beztlenowych laseczek z grupy Clostridium
sp.

Z kolei, badania oddziatywania olejku lawendowego w potaczeniu z enrofloksacyna
i gentamycyna wykazaly dwa typy oddziatywan: synergistyczne lub addytywne.
Oddzialywanie  synergistyczne stwierdzono w polaczeniu olejku lawendowego
z enrofloksacyng wobec antybiotykoopornych szczepow Escherichia coli (wskaznik FICI: 0,22
— 0,50) oraz gentamycyng wobec szczepow Staphylococcus aureus (wskaznik FICI: 0,14 —
0,19).




3. Abstract

Broiler chickens currently used in poultry production are characterized by a very fast growth
rate and, at the same time, higher susceptibility to various types of health disorders, which often
leads to diseases. Increasing attention is paid to natural plant products that can be used as
phytobiotic additives due to the fact that modern methods of poultry rearing are aimed at
limiting the use of synthetic additives. Synthetic substances are characterized by many side
effects and are less effective in the treatment of bacterial infections. The reduced effectiveness
is related to the emergence of antibiotic-resistant strains, therefore it is advisable to search for

natural substances with antimicrobial activity.

The aim of the study was to determine the effect of lavender essential oil — LEO (Lavandula
angustifolia) on production characteristics, ileum microflora composition and selected blood
biochemical, immunological and antioxidant indices of broiler chickens, as well as to evaluate
its in vitro effect in combination with gentamicin and enrofloxacin on selected bacterial strains.
A total of three experiments were conducted with the use of lavender oil as an additive to
drinking water for broiler chickens. Each experiment was carried out using 300 unsexed Ross
308 broiler chickens. One-day-old chicks were assigned to three experimental groups of 100
animals each. Chickens in the control group received drinking water without the addition of
lavender essential oil throughout the rearing period. In the experimental groups, lavender oil
was added to drinking water at different concentrations and for different time periods.

In the first experiment, lavender oil was applied in a concentration of 0.2 and 0.4 mL/L. In
experiments 2 and 3, a concentration of 0.4 mL/L was used, from day 1 to 42 in the LEO1.4
group, and from day 22 to 42 in the LEO2242 group. During the experiments, chicken body
weight, feed and water consumption were determined, and deaths and culls were recorded. On
the 42nd day of life, blood samples were collected from the chickens, which were used to
determine selected biochemical (alkaline phosphatase — ALP, alanine aminotransferase — ALT,
aspartate aminotransferase — AST, cholesterol, glucose, total protein, triglyceride and uric acid),
immunological (IgA, 1gG and IgM isotypes) and antioxidant (total antioxidant status — TAS)
indices. The effect of the combination of lavender oil with enrofloxacin and gentamicin was

tested using the checkerboard method.

The results showed that the addition of lavender oil to drinking water for broiler

chickens had a positive effect on final body weight of chickens and FCR (p < 0.01).




However, there were no differences between the groups in terms of feed and water
consumption, survival, and biochemical and immunological blood indices (p > 0.05). Lavender

oil was demonstrated to increase total antioxidant status of blood serum (p < 0.01).

The analysis of iliac intestine content composition showed that the abundance of
individual groups of microorganisms, except for Escherichia coli, coliforms and probiotic
bacteria, in chickens receiving lavender oil was comparable to the values obtained in the control
group. It was shown that lavender oil exhibited properties modifying the gastrointestinal tract
microflora in relation to Escherichia coli and coliforms (p < 0.01). The presence of anaerobic

bacilli from the Clostridium sp. group was not detected in any sample.

In turn, the analysis of the effect of lavender oil in combination with enrofloxacin and
gentamicin demonstrated two types of interactions: synergistic or additive. The synergistic
effect was found in the combination of lavender oil with enrofloxacin against antibiotic-
resistant Escherichia coli strains (FICI index: 0.22 — 0.50) and gentamicin against

Staphylococcus aureus strains (FICI index: 0.14 — 0.19).




4.  Wprowadzenie, hipoteza badawcza oraz cel badan

4.1. Wprowadzenie

Od co najmniej dekady w produkcji drobiarskiej i przemysSle paszowym promuje si¢
stosowanie preparatow zawierajacych sktadniki biologicznie czynne, o dziataniu zblizonym do
antybiotykowych stymulatorow wzrostu, zakazanych przez Uni¢ Europejska. W zwiazku z tym
od wielu lat odnotowuje si¢ duze zainteresowanie mozliwosciami wykorzystania wtornych
metabolitow roslinnych, w tym takze olejkéw eterycznych jako substancji, majacych dziatanie
przeciwbakteryjne i immunostymulujace (publikacja D-1). Dotychczas przeprowadzono wiele
badan z tego zakresu, w ktorych dowiedziono m.in., ze aktywno$¢ biologiczna lotnych
metabolitow roslinnych umozliwia ich wykorzystanie w zywieniu zwierzat, profilaktyce
weterynaryjnej czy tez w przemysle farmaceutycznym i kosmetycznym. Produkcja mtodego
drobiu rzeznego skupia si¢ na osiggnieciu maksymalnego wyniku, czyli szybkiego tempa
wzrostu kurczat przy niskim spozyciu paszy oraz optymalnej zdrowotno$ci stada. Olejki
eteryczne moga stymulowa¢ wzrost oraz prawidtowe funkcjonowanie organizmu, co przektada
si¢ na zdrowie a takze wskazniki produkcyjne drobiu. Te lotne metabolity ro$linne sa
przedmiotem eksperymentéw zar6wno w warunkach in vitro, in vivo oraz na fermach drobiu.
Wiele badan wskazuje na pozytywny wplyw olejkéw eterycznych na wskazniki produkcyjne
kurczat brojlerow, m.in.: popraw¢ FCR, BWG, a takze wigkszg odpornos¢ 1 zdrowotnos¢ stad
(publikacja D-1). Dlatego tez produkuje si¢ coraz wiecej preparatow dla drobiu zawierajacych
w skladzie olejki eteryczne, o silnym dziataniu bakteriostatycznym. Niewatpliwie ogromna
zaletg jest to, iz dotychczas nie stwierdzono opornosci patogenow na skladniki olejkowe
(Nazzaro i in., 2013; Nehme i in., 2021). Olejki stosuje si¢ w do$¢ szerokim zakresie
dawkowania, a ich niekwestionowanym atrybutem, jest takze mozliwo$¢ podawania wraz ze
szczepionkami. Substancje fitobiotyczne nie obcigzajg organizmu ptakéw w przeciwienstwie
do chemioterapeutykéw. Nie wymagaja takze okresu karencji, CO poprawia bezpieczenstwo
produktow zywnosciowych (publikacja D-1). Olejki eteryczne to lotne mieszaniny substancji
organicznych, wydzielane z roslin lub ich cze$ci. Maja intensywny zapach i zrdznicowany
sktad, a ich najcenniejszymi sktadnikami sg potaczenia tlenowe: estry, alkohole alifatyczne lub
terpenowe, aldehydy, ketony, tlenki (epoksydy) i laktony. Olejki zawierajg nawet do kilkuset
zwiazkow chemicznych, gtownie z grupy terpenoidow, dzielagcych si¢ na monoterpenoidy,
seskwiterpenoidy, diterpenoidy, triterpenoidy, tetraterpenoidy oraz politerpenoidy (Nazzaro

I in., 2013; Nehme i in., 2021). Determinuje to ich wielokierunkowe dziatanie biologiczne,




ktére w do$¢ duzym stopniu warunkowane jest sktadnikiem dominujacym. Olejki wykazuja
wiele cech wspolnych m.in. sg lotne z parg wodng, majg charakter lipofilny, w temperaturze
18°C sg cieczami oraz sg optycznie czynne, dobrze rozpuszczajg si¢ w alkoholu etylowym,

glikolu propylenowym czy lipidach (publikacja D-1).

Pis$miennictwo  donosi o  szerokich  wlasciwosciach:  przeciwbakteryjnych,
przeciwgrzybicznych, przeciwutleniajacych, przeciwwirusowych, a takze
immunostymulujgcych olejkow eterycznych (publikacja D-1; Ju i in., 2020; Nehme i in.,
2021). Dzigki rozwojowi metod analitycznych mozemy obecnie okresli¢, ktore z lotnych
metabolitow wtérnych roslin moga by¢ skutecznymi $rodkami przeciwdrobnoustrojowymi,
immunostymulujagcymi czy naturalnymi promotorami wzrostu, majacymi zastosowanie w
produkcji drobiarskiej. Te lotne metabolity roslinne oraz ich sktadniki wykorzystywane sg jako
dodatki do paszy oraz wody, ale majg takze zastosowanie w utrzymywaniu higieny obiektow,
np. przez zamglawianie czy inhalacje. Obecnie, gdy oporno$¢ mikroorganizmow na antybiotyki
syntetyczne jest powaznym problemem zaréwno weterynaryjnym, jak i ekonomicznym,
poszukuje si¢ naturalnych alternatyw, mogacych zastapi¢ lub wspomagaé¢ w dziataniu $rodki
syntetyczne (oddziatywanie synergistyczne). Nalezy podkresli¢, iz lotne metabolity wtorne
ro$lin charakteryzujg si¢ tagodniejszym, bardziej skutecznym i kompleksowym dziataniem, w
porownaniu do niektorych substancji syntetycznych (Brenes i Roura, 2010; Jafari i in., 2011;
Mahboubi i in., 2013; Venkitanarayanan i in., 2013; Ju i in., 2020; Nehme i in., 2021).

Lawenda lekarska (Lavandula angustifolia) nalezy do najczesciej uprawianych roslin
olejkowych uzywanych w przemys$le farmaceutycznym, spozywczym oraz chemiczno-
kosmetycznym (Kara i Baydar, 2013; Prusinowska i in., 2016; Wells i in., 2018). Mimo
popularnosci i dtugiej tradycji stosowania lawendy, badania nad poszczegdlnymi kierunkami
jej aktywnosci biologicznej sg nadal prowadzone. Opornos¢ bakterii na antybiotyki syntetyczne
stanowi ztozony problem, zar6wno medycyny weterynaryjnej jak i1 ludzkiej, dlatego stata si¢
jednym z najwigkszych wyzwan zdrowotnych XXI wieku. Dostepne dane literaturowe
sugeruja, ze lotne metabolity roslinne, w tym olejek eteryczny z lawendy lekarskiej (LEO)
moga stanowic alternatywe w zwalczaniu bakterii patogennych, ktére wyksztatcity opornosé
na wiele antybiotykéw (Shafaghat i in., 2012; de Rapper i in., 2016). Udowodniono, ze LEO
wykazuje silne dzialanie bakteriobojcze wobec Staphylococcus aureus MRSA, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, a takze bakterii z rodzaju Enterococcus sp. opornych na
wankomycyng (Adaszynska i in., 2013; de Rapper i in., 2013; de Rapper i in., 2016; Wells i in.,

2018). Mimo, ze w literaturze $wiatowe] pojawia si¢ coraz wigcej prac poswieconych




wykorzystaniu olejkow eterycznych w produkcji drobiarskiej, to jednak niewiele z nich
przedstawia badania nad zastosowaniem LEO. Byla to jedna z gtownych przestanek podjecia

badan nad jego wtasciwosciami 1 potencjalnym zastosowaniem w tuczu kurczat brojleréw.

4.2. Hipoteza badawcza

Przyjeto, ze dodatek LEO do diety kurczat brojleréw moze mie¢ wplyw na:
— przyrosty masy ciata,
— spozycie i wykorzystanie paszy,
— spozycie i wykorzystanie wody,
— przezywalno$¢,
— mikroflore jelita biodrowego,
— wskazniki surowicy krwi (wskazniki biochemiczne, immunologiczne, catkowity

status antyoksydacyjny).

Ponadto zatozono, ze LEO moze wykazywa¢ dziatanie przeciwdrobnoustrojowe,
synergistyczne z chemioterapeutykami stosowanymi w lecznictwie weterynaryjnym,
podwyzszajac ich aktywnos$¢. Skojarzone dziatanie LEO 1 syntetycznych antybiotykow moze
mie¢ zastosowanie w zwalczaniu drobnoustrojow opornych na stosowane u drobiu

chemioterapeutyki.

4.4. Cel badan

Glownym celem badan przeprowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej byla ocena
przydatnosci wykorzystania LEO w produkcji drobiarskiej jako substancji biologicznie

aktywnej.

Szczegolowe cele badan:

v’ analiza wiasciwo$ci LEO, obejmujgca oznaczenie sktadu chemicznego, aktywnosci
przeciwutleniajacej i przeciwdrobnoustrojowej;

v' 0ocena wptywu zastosowania LEO jako dodatku do wody pitnej dla kurczat brojleréw
na: wskazniki produkcyjne (BW, BWG, Fl, FCR, WI, przezywalnos$¢); liczebnos¢
mikroorganizmow w tresci jelita biodrowego; wskazniki surowicy krwi (wybrane
wskazniki biochemiczne, catkowity status antyoksydacyjny, immunoglobuliny);

v’ ocena oddziatywania LEO z chemioterapeutykami wobec wybranych szczepéw

drobnoustrojow.




5. Material i metody badan
5.1. Olejek eteryczny

Materiat badawczy stanowit komercyjny olejek eteryczny z kwiatow lawendy lekarskiej —
Lavandula angustifolia (Avicenna Oil, Wroctaw, Polska). LEO zakupiony zostat u producenta,
ktory podaje, ze do jego izolacji zastosowano metode destylacji z parag woda. Zastosowany

w badaniach olejek eteryczny spetniat wymogi normy PN-1SO 3515:2004.

5.1.1.0znaczenie skladu chemicznego metodq chromatografii gazowej z detektorem mas
(GCIMS)

Analizy chromatograficzne olejku eterycznego wykonano z zastosowaniem chromatografu
gazowego firmy Agilent Technologies 6890N z detektorem mas 5973 Network, wyposazonego
w automatyczny dozownik probek 7683 Series Injector. Przygotowanie probki do analizy
polegato na rozpuszczeniu 0,2 mL badanego olejku eterycznego w 1,0 mL acetonu. Nastrzyk
kazdej probki powtarzano trzykrotnie. Warunki analiz chromatograficznych zostaly dobrane
eksperymentalnie, w celu optymalnego rozdzialu analitéw. Uzyto kolumny kapilarnej HP-
SMSI o nastepujacych parametrach: dlugo$¢ — 30 m, $rednica — 0,25 mm. Grubos¢ filmu fazy
stacjonarnej wynosita 0,25 pm, a stosowanym gazem no$nym byt hel o predkosci przeptywu:
1,2 cm®/min. Temperatura dozownika wynosila 250°C, temperatura zrodta jonow 230°C,
a temperatura kwadrupola 150°C. Dozowanie probek o objetosci 3 pL odbywato si¢ w trybie
split (10:1). Analizy prowadzono w trybie scan w zakresie m/z od 40 do 500. Czas rozdziatu
analitow: 52 min. Zastosowano nastepujgcy program temperaturowy kolumny:

60°C (3 min) 2™ 3000C (1 min)

Do zbierania i1 obrobki danych wykorzystywano program ChemStation. Identyfikacje
zwigzkow obecnych w probkach prowadzono na podstawie widm MS, poréwnujac je
z widmami wzorcowymi z biblioteki NIST 02 oraz za pomoca wyznaczonych indekséw
retencji. Uwzgledniano zwiazki, ktorych zgodnos¢ widm masowych z widmami wzorcow
z biblioteki widm wynosita powyzej 95%. W celu potwierdzenia identyfikacji obliczono
indeksy retencji badanych zwigzkéw oraz poroéwnano je z danymi literaturowymi (Babushok
i in., 2011). Do wyznaczenia czasOw retencji odpowiednich n-alkanéw zanalizowano w tych
samych warunkach chromatograficznych wzorzec n-alkanéw C7—Czo (Supelco, Bellefonte,

USA). Nastepnie obliczono indeksy retencji, korzystajac ze wzoru:




_tn

t
LRIy, = 100n + 100 ———

n+1 tn

gdzie:

LRIoni. — obliczony indeks retenciji,
tx — czas retencji szukanego zwigzku (min),
th— czas retencji n - alkanu eluowanego bezposrednio przed szukanym zwigzkiem (min),

th+1 — Czas retencji n - alkanu eluowanego bezposrednio po szukanym zwigzku (min).

Wzgledng zawarto$¢ procentowa analizowanych zwiazkéw okreslano na podstawie
udzialu powierzchni ich pikow w catkowitym pradzie jonowym wszystkich zwigzkow

obecnych w badanej probcee (publikacja D-2, publikacja D-3).

5.1.2. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej olejku eterycznego

Do oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej wykorzystano metode polegajaca na

spektrofotometrycznym pomiarze spadku absorbancji barwnego rodnika azowego DPPH . (1,1-
difenylo-2-pikrylohydrazyl) (Alfa Aesar, Lancashire, UK) wywotanego dziataniem
przeciwutleniacza. Postgp reakcji redukcji rodnika po dodaniu przeciwutleniacza, LEO lub
BHA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) oznaczano spektrofotometrycznie przy dtugosci fali A
=517 nm (Miguel, 2010).

Na rysunku 1 przedstawiono przyktad zmiany barwy roztworu DPPH po dodaniu substancji
o dziataniu przeciwutleniajagcym. Roztwor podstawowy LEO przygotowano z wykorzystaniem
metanolu w stezeniu 1 mg/mL. Nastgpnie przygotowano rozcienczenia: 1000; 500; 250; 125;
62,5; 31,25; 15,62 17,81 pg/mL. Rozcienczone roztwory LEO (1 mL kazdy) zmieszano z 1 mL
metanolowego roztworu o stezeniu 1 mg/mL. Po 30 minutach inkubacji w ciemnos$ci
w temperaturze pokojowej (22°C) rejestrowano absorbancj¢ przy 517 nm przy uzyciu
spektrofotometru UV-VIS (GBC Scientific Equipment, model 916).




stabliny rodnik

1,1-difenylo-2-pikrylohydrazylowy zredukowana forma rodnika

kolor purpurowo-fioletowy kolor zéito-pomarariczowy

Rysunek 1. Redukcja rodnika DPPH po dodaniu przeciwutleniacza

Do analizy poréwnawczej wykonano identyczne rozcienczenia roztworu BHA —

syntetycznego przeciwutleniacza. Procent redukcji wolnego rodnika DPPH  obliczano wedtug

wzoru:

(AO - Aér)
Ay

% inhibicji = 100
gdzie: Ag— absorbancja rodnika;

Agr — $rednia wartos¢ absorbancji badanego roztworu zawierajgcego antyoksydant.

Na podstawie wykresu zaleznosci redukcji wolnego rodnika DPPH  od stezenia
przeciwutleniacza wyznaczono parametr 1Cso. Oznaczenia wykonano w trzech powtoérzeniach
(publikacja D-5).

5.1.3. Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 1 interakcji z antybiotykami

Calo$¢ badan mikrobiologicznych zostala wykonana w pracowni mikrobiologii
Diagnostycznego Laboratorium Weterynaryjnego ,Labo-Wet” S.J. (Szczecin, Polska),
posiadajacego certyfikat akredytacji nr AB 1516, ktore spelnia wymagania normy PN-EN
ISO/IEC 17025:2005. Ze wzgledu na wrazliwo$¢ metody MIC na kontaminacje, a takze w celu




uzyskania jak najlepszej powtarzalno$ci wynikow, badania wykonywano z zachowaniem zasad

spojnosci pomiarowej zgodnie z aktualnym dokumentem PCA DA-06:2015.

Do wstepnych testow aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej LEO (publikacja D-2) wybrano
siedem mikroorganizmoéw (Candida albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Salmonella pullorum, Staphylococcus aureus)
pochodzacych z uznanej kolekcji American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA)
oraz dwa antybiotykooporne izolaty (Escherichia coli, Staphylococcus aureus) pochodzace z
kolekcji szczepéw laboratorium Labo-Wet (Szczecin, Polska). Wiasciwe oznaczenie
aktywno$ci przeciwdrobnoustrojowej obejmowato ocen¢ wptywu LEO na komorki
wzorcowych szczepow bakterii Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus. Ponadto, przeprowadzono ocene aktywno$ci LEO wobec klinicznych szczepow, E. coli
oraz S. aureus (publikacja D-4, publikacja D-5). Charakterystyke mikroorganizmow uzytych
w badaniach przedstawia tabela 1.

Do analizy wrazliwosci na enrofloksacyne i LEO (publikacja D-5) wybrano jeden szczep
wzorcowy E. coli (KwikStik™, Microbiologics, St. Cloud, MS, USA) oraz pi¢¢ izolatow
E. coli z przypadkow zapalenia pepka i woreczka zottkowego pisklat 1-dniowych, cechujacych
si¢ w metodzie dyfuzyjno-krazkowej zmienng wrazliwoscia na standardowy krazek bibulowy
enrofloksacyny 5 pg. Izolaty pochodzity z kolekcji szczepoéw Laboratorium Labo-Wet
(Szczecin, Polska) wyizolowanych w latach 2014 — 2016 z pisklat pochodzacych z kilku
kolejnych wstawien (komercyjna ferma drobiu, Zabowko). Natomiast do analizy wrazliwoéci
na gentamycyn¢ i LEO (publikacja D-4) zastosowano dwa szczepy wzorcowe (S. aureus
ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 9027) oraz jeden izolat z ropnych zmian skérnych konia,
cechujacy si¢ w metodzie dyfuzyjno-krazkowej opornoscig na standardowy krazek
gentamycyny 10 pg. Szczepy bankowano w systemach do archiwizacji szczepow ViaBank™
(BioMaxima, Gdansk, Polska). Z 24 h hodowli szczepu roboczego bakterii (inkubacja
w monitorowanej temperaturze 37 + 1°C) pobierano 2 + 5 typowych kolonii i zawieszano
w izotonicznym sterylnym 0,85% roztworze NaCl 1 mierzono gestos¢ optyczng na
densytometrze (odchylenie pomiaru + 0,1 w przedziale 0,00 + 3,00 w skali McFarland’a)
doprowadzajac do zmetnienia rownego 0,5 MF, co odpowiada przecietnej ilosci 1,5 x 108
JTK/mL. Calos¢ oznaczen wykonano na indywidualnie pakowanych dzielonych sterylnych 96-
studzienkowych polistyrenowych ptytkach titracyjnych o ptaskim dnie (publikacja D-2,
publikacja D-4, publikacja D-5).




Tabela 1. Charakterystyka mikroorganizmow uzytych w badaniach

Strefa
Mikroorganizm Rodzaj szczepu Wrazliwo$é!  zahamowania
g J p

wzrostu (mm)”

*

Escherichia coli wzorcowy — ATCC 25922 S 35
Escherichia coli izolat S 30"
Escherichia coli izolat I 21"
Escherichia coli izolat I 17"
Escherichia coli izolat R 12"
Escherichia coli izolat R 12"
Pseudomonas aeruginosa  wzorcowy — ATCC 9027 S 217
Salmonella enteritidis wzorcowy — ATCC 13076 S 30"
Salmonella pullorum wzorcowy — ATCC 13036 S 30"
Salmonella typhimurium  wzorcowy — ATCC 14028 S 28"
Staphylococcus aureus  wzorcowy — ATCC 25923 S 25"
Staphylococcus aureus izolat R 10™

1S (susceptible) — wrazliwy, I — (intermediate) sredniowrazliwy, R (resistant) — oporny; “krazek antybiotykowy
enrofloksacyny (5ug); ™ krazek antybiotykowy gentamycyny (10 pg)

W pierwszym etapie wyznaczono indywidualny MIC, czyli najmniejsze st¢zenie srodka
przeciwdrobnoustrojowego catkowicie hamujgcego wzrost bakterii w studzienkach 96-

dotkowej ptytki mikrotitracyjnej (w uktadzie 12 x 8 [A + H] — rysunek 2).

Dla kazdego mikroorganizmu (0,5 MF zawiesiny bakteryjnej dodawanej w ilosci 10
ulL/studzienke) wykonano wstepnie indywidualny MIC dla enrofloksacyny, gentamycyny
I LEO przy uzyciu metody mikrorozcienczen w pozywce ptynnej (bulionie) wg Mueller-

Hintona (pH 7,4 + 0,2; Graso, Starogard Gdanski, Polska).




Rysunek 2. Schemat rozmieszczenia probek w kolumnach i rzedach uktadu
szachownicy (checkerboard)

Dla enrofloksacyny (100 mg/mL, Bayer Animal Heath, Leverkusen, Niemcy) wykonano
seri¢ rozcienczen dwukrotnych w zakresie od 0,001 + 100 mg/mL, dla genatmycyny (256
mg/mL, Oxid Limited, Hampshire, Argentyna) 0,002 + 256 ug/mL, a dla LEO (Avicenna,
Wroctaw, Polska) w zakresie 0,005 + 50 % v/v. Na koncu kazdej serii wykonano kontrole
negatywna (czysty bulion hodowlany wraz z woda dejonizowang lub DMSO) i pozytywna
(bulion wraz z woda dejonizowang lub DMSO z dodatkiem zawiesiny bakteryjnej). Plytke
titracyjna nakrywano folig uszczelniajaca z niewielkim dostgpem tlenu i1 inkubowano
w cieplarce w temperaturze + 37,0 + 1°C przez 72 h. Badanie wykonano w trzech
powtdrzeniach. Oznaczono w ten sposob MIC obserwowany oraz zakres stezen dla

enrofloksacyny, gentamycyny i LEO jako bazy dla MIC kombinowanego.




Kombinowany MIC

Badanie oddziatywania LEO w potaczeniu z antybiotykami (gentamycyng, enrofloksacyng)
przeprowadzono metodg szachownicy (ang. checkerboard). Analogicznie jak
w indywidualnym MIC, ponownie zastosowano seryjne mikrorozcienczenia w bulionie
Mueller-Hinton wedlug schematu — rysunek 2 (publikacja D-4, publikacja D-5). Siedem
gradientow stezen LEO ulozonych bylo w rzedach A + G, a dziesi¢¢ gradientow stezen
gentamycyny (publikacja D-4) lub enrofloksacyny (publikacja D-5) ulozonych bylo
w kolumnach nr 1 + 10 (Rys. 2.). Po wymieszaniu stanowily one jedyny obszar bezposredniej
potencjalnej interakcji antybiotyk/LEO. Jako kontrolg posrednia, w kazdym doswiadczeniu
oznaczano aktywno$¢ zarowno samotnie dziatajacej enrofloksacyny/gentamycyny (rzad H,
przy czym w tym rzgdzie zamiast LEO zastosowano DMSO w identycznej objetosci co
nanoszony LEO) oraz LEO (kolumna nr 11; zamiast antybiotyku zastosowano wode
dejonizowang w identycznej objetosci). Kolumna nr 12 byta kontrolg poprawnego przebiegu
catego doswiadczenia. Miarg sterylnosci uzytych odczynnikow i zarazem obrazem ich
klarowno$ci byly cztery kontrole negatywne. Miarg swobodnego wzrostu testowanego
mikroorganizmu (pomimo obecnosci DMSO) byly cztery kontrole pozytywne. Kompletng
ptytke titracyjng nakrywano jednorazowa folig ochronng z niewielkim dostgpem tlenu,
i inkubowano w cieplarce w temperaturze + 37,0 + 1°C przez 72 h. Kazda szachownica
wykonywana byla trzykrotnie dla kazdej bakterii. Ptytke odczytywano w czytniku mikroptytek
BioTek EIx800 (zakres absorbancji 0 + 4,000; Biokom, Biotek, Winooski, VT, USA).
Wynikiem byt odczyt i zapis absorbancji poszczegolnych studzienek plytki przy zastosowanym
filtrze o dtugosci fali 650 nm.

W celu oceny charakteru oddziatywania kombinacji LEO/antybiotyk na badany szczep
bakterii, dla kazdej kombinacji wyliczono wspotczynnik FIC (ang., Fractional Inhibitory
Concentration), a nastgpnie ich sum¢ — FICI (Van Vuuren i Viljoen, 2011) zgodnie

Z ponizszymi wzorami:
FIC Leo = MIC Leo w obecnosci antybiotyku / MIC Leo
FIC antybiotyku = MIC antybiotyku W obecnosci LEO / MIC antybiotyku

FICI = FIC Leo + FIC antybiotyku




Przyjeto nastepujace kryteria oceny wynikow (Van Vuuren i Viljoen, 2011):

FICI <0,5 oznacza wystapienie silnego pozytywnego oddzialywania synergistycznego;
0,5 < FICI £ 1,0 oznacza stabsze, ale réwniez pozytywne oddzialywanie addytywne;
1,0 < FICI < 2,0 to brak oddziatywania (neutralne);

FICI > 2,0 to niekorzystne oddzialywanie antagonistyczne.

5.2. Badania na zwierzetach

5.2.1. Charakterystyka materiatu zwierzecego | schemat przeprowadzonych doswiadczen

W calym okresie badan przeprowadzono trzy doswiadczenia na zwierzg¢tach. Badania
prowadzone byty na fermie komercyjnej (Zaboéwko, Polska) na 300 (w kazdym z do§wiadczen)
nieseksowanych kurczetach brojlerach Ross 308. Piskleta zakupiono w komercyjnej wylegarni
(Park Drobiarski Sp. z 0.0., Smilowo, Polska). Charakterystyke doswiadczen przedstawiono w
tabeli 2. Jednodniowe piskleta losowo przydzielono do trzech grup do$wiadczalnych, po 100
osobnikéw kazda. W grupie kontrolnej — kurczgta brojlery otrzymywaty przez caly okres
odchowu wode pitng bez dodatku LEO (w kazdym z doswiadczen). W doswiadczeniu |,
w grupach LEOo.> i LEOo4 codziennie, do 42. dnia tuczu, dodawano do wody pitnej LEO
w stezeniu 0,2 i 0,4 ml/L (publikacja D-2). W doswiadczeniu Il i 111 w grupach LEO1.42 i
LEO2,.42 dodawano do wody pitnej LEO w stezeniu 0,4 ml/L, w grupie LEO1.42 od 1. do 42.
dnia zycia, natomiast w grupie LEO22.42 0d 22. do 42 (publikacja D-3, publikacja D-4). Ptaki
doswiadczalne utrzymywano wraz ze stadem komercyjnym w tym samym pomieszczeniu przez
okres 42 dni na $cidtce ze stomy pszennej, przy obsadzie 14 osobnikéw/m?. Wszystkie grupy
miaty ujednolicone, standardowe warunki srodowiskowe, zgodne z instrukcjg Ross 308 (2018).
Kurczeta zywiono ad libitum mieszankami z komercyjnej wytworni pasz (Polskie Zaktady
Zbozowe, Walcz, Polska): starter (od 1. do 12. dnia tuczu), grower | (od 13. do 22. dnia tuczu),
grower 1l (od 23. do 32. dnia tuczu) i finisher (od 33. do 42. dnia tuczu). Doswiadczenia
przeprowadzono za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Do$wiadczen na Zwierzgtach

w Szczecinie (uchwata nr 19/2015 z dn. 22.05.2015).




Tabela 2. Charakterystyka przeprowadzonych doswiadczen na zwierzetach

Etap Grupa Liczba Okres odchowu oraz rodzaj diety
badan ptakow
1-21dzien 22- 42 dzien

= Kontrolna 100 Mieszanka paszowa + czysta woda Mieszanka paszowa + czysta woda
'S
% LEOo. 100 Mieszanka paszowa + woda zawierajaca dodatek Mieszanka paszowa + woda zawierajaca dodatek
E LEO w stezeniu 0,2 ml/L LEO w stezeniu 0,2 ml/L
=
N
E LEOo4 100 Mieszanka paszowa + woda zawierajaca dodatek Mieszanka paszowa + woda zawierajaca dodatek

LEO w stezeniu 0,4 ml/L LEO w stezeniu 0,4 ml/L
= Kontrolna 100 Mieszanka paszowa + czysta woda Mieszanka paszowa + czysta woda
D
'S
g LEO1-42 100 Mieszanka paszowa + woda zawierajgca dodatek Mieszanka paszowa + woda zawierajgca dodatek
E LEO w stezeniu 0,4 ml/L woda LEO w stezeniu 0,4 ml/L
=
g LEO22-42 100 Mieszanka paszowa + czysta woda Mieszanka paszowa + woda zawierajaca dodatek
= p

LEO w stezeniu 0,4 ml/L

= Kontrolna 100 Mieszanka paszowa + czysta woda Mieszanka paszowa + czysta woda
D
§ LEO1-42 100 Mieszanka paszowa + woda zawierajgca dodatek Mieszanka paszowa + woda zawierajgca dodatek
e LEO w stezeniu 0,4 ml/L LEO w stezeniu 0,4 ml/L
=
E LEO22-42 100 Mieszanka paszowa + czysta woda Mieszanka paszowa +

woda zawierajaca dodatek LEO w stezeniu 0,4 ml/L




5.2.2. Wskazniki produkcyjne

Podczas doswiadczen ewidencjonowano mase ciata (BW) kurczat brojlerow (w 1, 7, 14, 21,
28, 351 42 dniu zycia), dzienne spozycie paszy (FI) i wody (WI) oraz liczbe ptakow padtych.
Na podstawie uzyskanych wynikow okreslono przyrosty masy kurczat (BWG), konwersje
paszy (FCR) oraz przezywalnos¢ (publikacja D-2, publikacja D-3, publikacja D-5).

5.2.3.Wskazniki surowicy krwi

W celu oznaczenia wskaznikoéw biochemicznych, immunologicznych i antyoksydacyjnych,
w 42. dniu odchowu pobrano krew z lewej zyty skrzydtowej od 10 losowo wybranych kurczat
z kazdej grupy. Probki krwi odwirowano przez 5 minut przy 15000 obrotéw/min w celu
uzyskania surowicy. Do momentu rozpoczgcia analizy surowice przechowywano w
monitorowanych warunkach chiodniczych (+5°C + 0,5°C). Temperatura probek w czasie
oznaczenia wynosita +18°C + 1°C. Analize stgzenia wskaznikéw biochemicznych krwi
wykonano przy uzyciu analizatora biochemicznego (VetTest 8008 firmy Idexx Laboratories,
Inc., Westbrook, USA) z wykorzystaniem technologii ,,suchej plytki” (publikacja D-3,
publikacja  D-5).  Immunoglobuliny  (IgA, 1gG, IgM) oznaczono testem
Immunoenzymatycznym przy uzyciu specyficznych przeciwciat dla kur firmy BETHYL
(publikacja D-5). Oznaczenia wykonano przy pomocy czytnika fluorescencji, luminescencji
i absorbancji Synergy, firmy Biotek (Hodek i Stiborova, 2003). Oznaczenie TAS wykonano w
Katedrze Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu.

W celu okreslenia wskaznika antyoksydacyjnego TAS (publikacja D-5) zastosowano test
kolorymetryczny Randox, polegajacy na reakcji ABTS (2,2-Azyno-di[3-etylobenzotiazoliny
siarczanu]) z peroksydaza. Oznaczenia przeprowadzono przy uzyciu analizatora

biochemicznego Pentra 400 firmy Horiba ABX (Warszawa, Polska).

5.2.4.Analiza mikroflory jelita biodrowego

Oznaczenia sktadu tresci jelita biodrowego (publikacja D-3) wykonano w Laboratorium
Diagnostycznym ,,Labo-Wet” w Szczecinie. W 42. dniu zycia ubito z kazdej grupy po 10
kurczat o masie zblizonej do $redniej w danej grupie. Od ubitych kurczat pobrano probki tresci
jelita biodrowego, ktore poddano badaniom mikrobiologicznym w kierunku wybranych grup
drobnoustrojéw. Mikroorganizmy oznaczano w 1 g tresci jelita biodrowego, do ktorego

dodawano 9 mL zbuforowanej wody peptonowej (Merck, Darmstadt, Niemcy), nastepnie




probke homogenizowano przez 2 minuty i poddawano kolejnym rozcienczeniom. Badania

mikrobiologiczne obejmowaty oznaczenia nastepujacych drobnoustrojow:

a) bakterie SciSle beztlenowe — (PN-ISO 4833-1:2013-12) pozywka Schaedlera (BTL,
Lodz, Polska) (+37 £ 1°C/ 5 dni), uwzglednia bakterie $cisle beztlenowe (w tym
Clostridium, probiotyczne Lactobacillus, Bifidobacterium) i bakterie wzglednie
beztlenowe (w tym: pateczki z rodziny Enterobacteriaceae, paciorkowce, gronkowce);

b) bakterie probiotyczne — (ISO 20128:2006) pozywka MRS (BTL, £6dz, Polska) (+37 +
1°C/ 5 dni), uwzglednia Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus;

c) bakterie tlenowe mezofilne — (PN-I1SO 4833-1:2013-12) agar odzywczy (BTL, Lodz,
Polska) (+30 + 1°C/ 72 h), uwzglednia bakterie wzglednie beztlenowe (w tym: pateczki
z rodziny Enterobacteriaceae, paciorkowce, gronkowce) i $cisle tlenowe (pateczki
Pseudomonaceae, laseczki Bacillus);

d) Escherichia coli i coliformy — (PN-1SO 4833-1:2013-12) podtoze chromogenne ECC
(Graso, Stargard Gdanski, Polska) (+37 + 1°C/ 72 h);

e) bakterie z Clostridium sp. redukujace siarczyny — pozywka ptynna i stata wedtug
Wilsona — Blair’a (+37 £+ 1°C/ 72 h). Liczebnosci bakterii oznaczano metodg plytkowa
oraz probowkowa — NPL (Najbardziej Prawdopodobna Liczba).

5.3. Statystyczna ocena wynikow

Uzyskane w doswiadczeniu I wyniki (publikacja D-2) BW, FI, FCR, WI, WCR oraz
stosunek spozycia wody do paszy opracowano statystycznie obliczajac wartosci $rednie, btad
standardowy $redniej (SEM) oraz wykonujac jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA).
Istotno$¢ réznic migdzy Srednimi oceniono za pomoca testu post-hoc — zastosowano trend
liniowy (1 —dawka 0 mL/L; 2 — dawka 0,2 mL/L; 3 — dawka 0,4 mL/L) i kwadratowy oraz test
Tukeya. Przezywalno$¢ w badanych grupach poréwnywano doktadnym testem Fishera. Za
istotne przyjeto prawdopodobienstwo testowe na poziomie p < 0,05 a za wysoce istotne
przyjeto prawdopodobienstwo testowe na poziomie p < 0,01. W doswiadczeniu IT i III
(publikacja D-3, publikacja D-5) wyniki opracowano statystycznie obliczajac wartosci
$rednie, btad standardowy $redniej (SEM) oraz wykonujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji
(ANOVA) dla wskaznikow produkcyjnych oraz jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA)
dla wskaznikow surowicy krwi 1 oznaczenia sktadu mikrobiologicznego jelita biodrowego.

Istotno$¢ roznic miedzy $rednimi oceniano z wykorzystaniem testu Tukeya. Przezywalno$é




kurczat w badanych grupach poréwnywano doktadnym testem Fishera. Do obliczen

statystycznych uzyto programu PQStat ver. 1.6.2 (PQStat Sofware, Polska).

6. Wyniki badan

6.1. Oznaczenie sktadu chemicznego olejku eterycznego metodq chromatografii gazowej z
detektorem mas (GC-MS)

Sktad chemiczny LEO przedstawiono w publikacji D-2 oraz publikacji D-3.
Zidentyfikowano 26 zwigzkow chemicznych, z ktorych glownymi byty octan linalolu (46,25%)
i linalol (35,17%). W nizszym stgzeniu (< 5%) wystgpowaty: kariofilen, a-pinen, borneol, octan
nerolu, cis-B-ocimen, p-cymen, octan lawandulolu, 4-terpineol. Analiza chromatograficzna
wykazala, ze wzgledna zawarto$¢ poszczegoélnych klas zwigzkow w badanym olejku
eterycznym ksztattowata si¢ nastepujaco (%): weglowodory monoterpenowe (8,17),
monoterpeny utlenione (87,79), weglowodory seskwiterpenowe (2,93). Na rysunku 3

przedstawiono chromatogram z analizy sktadu chemicznego LEO.
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Rysunek 3. Chromatogram GC-MS olejku eterycznego stosowanego w badaniach

6.2. Oznaczenie aktywnosci przeciwutleniajgcej

LEO wykazal wlasciwos$ci przeciwutleniajace, ktére rosty wraz ze wzrostem jego stezenia

w prébee. Po 30 minutach inkubacji LEO neutralizowat roztwoér rodnika DPPH na poziomie



4,11 -79,51%, odpowiednio dla stezen: 7,81 — 1000 pg/mL. Aktywnos¢ BHA, czyli substancji
0 uduwodnionym dziataniu przeciwutleniajagcym w tych samych st¢zeniach wynosita

odpowiednio: 4,18 — 99,21% (publikacja D-5).

6.3. Oznaczenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej oraz szacowanie oddziatywania z
antybiotykami

Wstepne wyniki  wyznaczenia minimalnych stezen hamujgcych MIC metodg
mikrorozcienczen LEO przedstawiono w publikacji D-2. Badany olejek eteryczny
charakteryzowal si¢ zrdznicowanym dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym. Najbardziej
wrazliwe na dziatanie LEO okazaly si¢ bakterie Gram-dodatnie — S. aureus ATCC 25923.
Wzrost mikroorganizméw hamowany byt przez LEO nastepujaco (MIC % v/v): S. aureus
ATCC 25923 (0,25); S. pullorum ATCC 13036 (0,50); C. albicans ATCC 10231 (0,625); E.
coli ATCC 25922 (0,625); S. enteritidis ATCC 13076 (0,625); S. aureus MRSA/ORSA (0,625);
E. coli [enro (-)] (1,0); P.aeruginosa (2,0); S. typhimurium ATCC 14028 (5,0). Badanie
oddzialtywania LEO w polaczeniu z gentamycyng metodg checkerboard przedstawiono
w publikacji D-4. Oddziatywanie synergistyczne wykazano wobec bakterii S. aureus ATCC
25923 (FICI — 0,192) oraz szczepu metycylinoopornego S. aureus MRSA (FICI — 0,138),
natomiast oddzialtywanie addytywne oznaczono wobec bakterii P. aeruginosa (FICI — 0,70).
W publikacji D-5 oméwiono interakcje po potaczeniu LEO z enrofloksacyng wobec szczepow
E. coli. Wykazano, ze poszczegdlne interakcje LEO w potaczeniu z enrofloksacyng byty
zréznicowane, poczawszy od tych wskazujacych synergizm (E. coli 12 mm: FICI — 0,50; E.
coli <6 mm: FICI — 0,22) po efekt addytywny (E. coli ATCC 25922: FICI - 0,66; E. coli 30
mm: FICI - 1,0; E. coli 21 mm: FICI - 0,75; E. coli 17 mm: FICI — 0,56).

6.4. Doswiadczenia na zwierzetach — wskazniki produkcyjne

We wszystkich doswiadczeniach (publikacja D-2, publikacja D-3, publikacja D-5)
BW jednodniowych kurczat byta wyréwnana i wahata si¢ w przedziale 40,2 — 45,6 g. W |
doswiadczeniu (publikacja D-2) od 28. dnia zycia ptakéw do konca tuczu stwierdzono istotne
statystycznie zwigkszenie BW w grupach otrzymujacych LEO, w stosunku do grupy kontrolnej
(p < 0,05). Dodanie LEO do wody pitnej zwiekszylo koncowg BW kurczat bez wzgledu na
zastosowang dawke LEO (p < 0,01). Nie odnotowano réznic migdzy grupami w przypadku Fl
(p > 0,05). Srednie dzienne FI ksztaltowato si¢ na zblizonym poziomie (0,10 kg/d/ptaka).
Stwierdzono istotny wptyw dodatku LEO w stezeniu 0,4 mL/L na wskaznik FCR (p < 0,01).
Zastosowanie  dodatku LEO wplyne¢lo na FCR w drugim (2242 d)




i catym okresie odchowu (1-42 d). Najwyzsze FCR —1,63 (kg/kg), roznigce si¢ Statystycznie (p
< 0,05) zaobserwowano w grupie kontrolnej, w ktorej kurczgtom podawano wode bez dodatku
LEO. FCR (kg/kg) za caty okres tuczu ksztaltowato si¢ na poziomie (od 1,51 w grupie LEOq.4
do 1,63 w grupie kontrolnej). Nie stwierdzono istotnych réznic miedzy grupami w WI (p >
0,05). Srednie dzienne WI za caty okres odchowu wyniosto okoto 0,22 L/ptaka we wszystkich
grupach doswiadczalnych. Wykazano natomiast istotne ré6znice w wykorzystaniu wody. WCR
(L/kg) za caty okres tuczu ksztattowato si¢ na poziomie od 3,17 w grupie LEOo.4 do 3,47 w
grupie kontrolnej. W przeprowadzonym doswiadczeniu przezywalno$¢ kurczat byla
poréwnywalna i wyniosta od 96% w grupie kontrolnej, do 99% w grupie LEOo.4 (p > 0,05).
Zblizone wyniki przedstawiono w publikacji D-3 prezentujacej Il doswiadczenie na
zwierzetach. Od 28. dnia zycia ptakow do konca tuczu stwierdzono istotne zwickszenie BW
kurczat z grup otrzymujacych LEO w stosunku do grupy kontrolnej (p < 0,01). Dodanie LEO
do wody pitnej poprawito konicowa BW kurczat bez wzgledu na dtugos¢ okresu stosowania. W
catym okresie odchowu najwicksze BWG odnotowano w grupie LEO1.42 (2,88 kg) i LEO22-42
(2,84 kg), natomiast najnizsze w grupie kontrolnej (2,68 kg). Ro6znice w przyrostach wykazaty
statystyczng istotnosc¢ (p < 0,01). Nie odnotowano ro6znic migdzy grupami w przypadku Fl oraz
WI (p > 0,05). Srednie dziennie FI ksztaltowato si¢ na zblizonym poziomie — 0,11 kg/d/ptaka.
Srednie dzienne WI (L/d/ptaka) za caly okresu tuczu wynosito 0,22 we wszystkich grupach
doswiadczalnych. Zastosowanie LEO wptyngto na FCR w drugim (2242 d) i catym okresie
odchowu (142 d). Najwyzsze FCR, roznigce si¢ istotnie (p < 0,01) zaobserwowano w grupie
kontrolnej, w ktorej kurczetom podawano wodg bez dodatku LEO. FCR (kg/kg) za caty okres
tuczu ksztattowato si¢ na poziomie (od 1,57 w grupie LEO1.42 do 1,74 w grupie kontrolnej). W
przeprowadzonym do$wiadczeniu przezywalno$¢ kurczat byta porownywalna 1 wyniosta od
96% w grupie kontrolnej do 99% w grupie LEO242 (p > 0,05). W doswiadczeniu III
(publikacja D-5) potwierdzono wczesniejsze wyniki badan. Dodanie LEO do wody pitnej
poprawito koncowg BW (p < 0,01), bez wzglgdu na dlugosé okresu stosowania. W 42. dniu
odchowu najwicksza BW odnotowano w grupie LEO1.42 (2,79 kg), natomiast najnizsza W
grupie kontrolnej (2,61 kg). Roznice w przyrostach wykazaly statystyczng istotno$¢ w drugim
(2242 d) i catym (1-42 d) okresie odchowu (p < 0,01). Nie odnotowano réznic migdzy
grupami w przypadku FI oraz WI (p > 0,05). Dziennie FI ksztaltowato si¢ na zblizonym
poziomie (0,1051 — 0,1061 kg/d/ptaka). Natomiast dzienne WI (L/d/ptaka) wynosito od 0,219
w grupie LEO22.42 do 0,229 w grupie kontrolnej. Zastosowanie LEO wptyngto pozytywnie na
FCR w drugim (22-42 d) i catym okresie odchowu (1-42 d). Najwyzsze FCR (p < 0,01)
zaobserwowano w grupie kontrolnej, bez dodatku LEO. FCR (kg/kg) za caly okres tuczu




ksztattowatl si¢ na poziomie (od 1,62 w grupie LEO14, do 1,72 w grupie kontrolnej).
Przezywalno$¢ kurczat brojleréw byta zblizona w wszystkich grupach i wynosita od 97% w

grupie kontrolnej i grupie LEO1.42 do 98% w grupie LEO22.42 (p > 0,05).

6.5. Wskazniki surowicy krwi

Wyniki oznaczenia wskaznikéw surowicy krwi zaprezentowano w publikacji D-3 oraz
publikacji D-5. W pierwszej z nich opisano wskazniki biochemiczne surowicy krwi kurczat
uzyskane na koniec tuczu podczas Il doswiadczenia na zwierzetach. Stezenia (mmol/L)
poszczegblnych wskaznikow ksztaltowaly si¢ nastepujgco: cholesterol (od 3,57 w grupie
LEO2..42 do 3,67 w grupie kontrolnej), glukoza (od 12,83 w grupie LEO22.42 do 13,5 w grupie
kontrolnej), trojglicerydy (od 0,86 w grupie LEO2,4> do 0,91 w grupie LEO1.42), kwas
moczowy (od 0,25 w grupie LEO22.42 do 0,32 w grupie LEO1.4.. Analiza wariancji i test
Tukey’a nie wykazaty istotnych rdznic pomigdzy poszczegdlnymi grupami kurczat. W Kolejnej
publikacji D-5 przedstawiono wyniki analizy wybranych wskaznikow biochemicznych,
immunologicznych i antyoksydacyjnych surowicy krwi w 42. dniu tuczu (do$wiadczenie I11).
Dodatek LEO do wody pitnej nie wptynat istotnie na St¢zenie poszczegdlnych wskaznikow
biochemicznych, ktore ksztattowato si¢ nastepujaco (mmol/L): cholesterol (od 3,07 w grupie
LEO22.42 do 3,49 w grupie LEO1.42), glukoza (od 10,34 w grupie LEO1.4> do 10,82 w grupie
kontrolnej), triglicerydy (od 0,54 w grupie kontrolnej do 0,63 w grupie LEO1.42). Stezenie
kwasu moczowego (umol/L) wynosito od 287,6 w grupie kontrolnej do 325,2 w grupie LEO:.-
42. Nie stwierdzono réznic w zawartosci biatka catkowitego w surowicy Krwi, ktorego stezenie
(g/L) miescito sie w graniach od 38,0 w grupie LEO22.42 do 39,4 w grupie kontrolnej. Stezenie
enzymow watrobowych ksztattowato si¢ nastepujgco (U/L): ALP (od 532,4 w grupie LEO22-42
do 630,6 w grupie kontrolnej), ALT (od 19,4 w grupie kontrolnej do 20,60 w grupie LEO2,.4),
AST (od 307,8 w grupie LEO22.42 do 509,6 w grupie kontrolnej). Nie stwierdzono istotnych
roznic W przypadku wskaznikow immunologicznych (p > 0,05). Stezenie poszczegdlnych
immunoglobulin wynosito (mg/mL): 1gG (od 10,21 w grupie kontrolnej do 12,40 w grupie
LEO1.42), IgM (od 1,46 w grupie LEO2.42 do 2,1 w grupie LEO1.42), IgA (od 0,7 w grupie
LEOz22.42 do 0,79 w grupie kontrolnej. Jedynie, w przypadku wskaznika antyoksydacyjnego —
TAS wykazano istotne roznice (p < 0,01). Surowica kurczat otrzymujacych wode pitng
z dodatkiem LEO bez wzgledu na okres podawania, charakteryzowata si¢ wyzszym stgzeniem
TAS w porownaniu do grupy kontrolnej, ktory wynosit odpowiednio (mmol/L) od 1,55
(w grupie kontrolnej) do 2,26 (w grupie LEO1-42).




6.6. Skiad mikroflory jelita biodrowego

Wyniki badan opartych na ilosciowej analizie mikrobiologicznej mikroflory jelita
biodrowego 42-dniowych kurczat, przedstawiono w publikacji D-3. Ogodlna liczba
drobnoustrojow (JTK/g) w jelicie biodrowym kurczat ksztaltowata si¢ nastepujaco: bakterie
beztlenowe (od 7,42 w grupie kontrolnej do 7,96 w grupie LEO2.42), bakterie tlenowe
mezofilne (5.30 w grupie LEO1.42 i LEO22.42 do 5,72 w grupie kontrolnej), E. coli (od 3,21
w grupie LEO22.42 do 4,28 w grupie kontrolnej), coliformy (2,15 w grupie LEO1.42 do 3,29
w grupie kontrolnej), bakterie probiotyczne (od 5,23 w grupie kontrolnej do 6,36 w grupie
LEOj.42). Na podstawie wynikow badan stwierdzono, ze liczebno$¢ bakterii beztlenowych
1 tlenowych mezofilnych w tresci jelita biodrowego kurczat brojlerow byta najwyzsza i zblizona
we wszystkich grupach. Statystycznie istotne réznice stwierdzono w przypadku zmniejszenia
liczebnosci coliform i E. coli w grupach LEO1.42 i LEO22-42 w poréwnaniu z grupa kontrolna
oraz wigkszej liczebnosci bakterii probiotycznych w tych grupach (p < 0,01). W zadnej probece

nie wykryto obecnosci beztlenowych laseczek z grupy Clostridium sp.

7. Dyskusja wynikow

Olejki eteryczne zawierajg nawet do kilkuset zwigzkow chemicznych, gltéwnie z grupy
terpenoidow, dzielgcych si¢ na monoterpenoidy, seskwiterpenoidy, diterpenoidy, triterpenoidy,
tetraterpenoidy oraz politerpenoidy (publikacja D-1). Determinuje to ich wielokierunkowe
dziatanie biologiczne, ktore w dos¢ duzym stopniu warunkowane jest skladnikiem
dominujacym. WykoLEO jest lotng mieszaning zwigzkoéw organicznych, izolowang z kwiatow
Lavandula angustifolia. Zastosowana w badaniach technika GC-MS jest odpowiednim
narzgdziem do screeningu lotnych wtornych metabolitoéw roslinnych. W badaniach wlasnych
(publikacja D-2, publikacja D-3) najwyzszym udziatem charakteryzowatly si¢ monoterpeny
utlenione, do ktorych nalezaty linalol i octan linalolu. Nalezy podkresli¢, ze linalol jest
zwigzkiem o udowodnionej aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej 1 przeciwutleniajacej
(Carrasco i in., 2016). LEO powinien spetnia¢ wymogi normy ISO 3515:2002 lub farmakopei
danego kraju. Wedtug wymogow Farmakopei Europejskiej (Eur Ph 8.0, 2014) LEO powinien
charakteryzowac si¢ nastepujacg zawartoscig sktadnikow chemicznych: eukaliptol (< 2,5%),
kamfora (< 1,2%), linalol (20,0 — 45,0%), octan linalolu (25,0 — 47,0%), 4-terpineol (0,1 —
8,0%), octan lawandulolu (> 0,1%), a-terpineol (< 2,0%). Sktad olejku zastosowanego

w badaniach wtasnych byt zgodny z wytycznymi farmakopei.




Interesujacym zagadnieniem sg wlasciwosci antyoksydacyjne olejkow eterycznych.
Stosowane w produkcji drobiarskiej moga ograniczaé proces peroksydacji lipidow w migsniach
kurczat rzeznych. Mig$nie udowe sg wrazliwe na procesy utleniania, ze wzgledu na wyzsza
zawarto$¢ wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych, ktérych utlenianie skutkuje obecnoscia
nadtlenkéw, oksysteroli czy dialdehydu malonowego (publikacja D-1). Z danych
literaturowych wynika, ze lotne metabolity roslinne oraz ich komponenty wykazuja
skuteczno$¢ w zapobieganiu utlenianiu lipidow, zblizong do a-tokoferolu czy mieszaniny
zwigzkéw syntetycznych np. BHA (publikacja D-1). Wysoka efektywno$¢ w inhibicji
utleniania emulsji tluszczowych wykazano w przypadku olejkow z tymianku (88,0%),
rozmarynu (78,8%), szatwii (73,9%) czy lawendy (72,5%) (M’Hir i in., 2012; Amorati i in.,
2013; Nehme i in, 2021). W badaniach wilasnych LEO wykazat wiasciwosci
przeciwutleniajace, ktore rosty wraz ze wzrostem jego stezenia w probce. Po 30 minutach
inkubacji LEO neutralizowat roztwor rodnika DPPH na poziomie 4,11 —79,51%, odpowiednio
dla stezen: 7,81 — 1000 pg/mL. Aktywno$¢ BHA, czyli substancji o udowodnionym dziataniu
przeciwutleniajacym w tych samych st¢zeniach wynosila odpowiednio: 4,18 — 99,21%

(publikacja D-5).

Dziatanie olejkdéw eterycznych na organizm ptakow polega na zakwaszaniu tresci jelitowej,
dzialaniu przeciwdrobnoustrojowemu, przeciwutleniajacemu, przeciwzapalnemu oraz
immunostymulujagcemu (publikacja D-1). Olejki eteryczne poprzez oddziatywanie na system
immunologiczny czy réwnowage mikrobiologiczng uktadu pokarmowego, moga wplywac
takze na przyrosty masy ciala kurczat. Olejki moga pobudza¢ apetyt czy dziata¢ jako
stymulatory proceséw trawiennych, poprawiajac strawno$¢ 1 wechlanianie skladnikoéw
pokarmowych. Odpowiednio dobrane charakteryzuja si¢ dzialaniem przeciwbiegunkowym
(Gopi i in., 2014). Obecnie w produkcji drobiarskiej badania koncentrujg si¢ na okresleniu
wplywu olejkéw eterycznych na: przyrosty masy ciata, efektywnos¢ wykorzystania paszy,
zmniejszenie $miertelnosci. Dodatkowo, olejki eteryczne moga oddziatywac korzystnie na
mikroflor¢ przewodu pokarmowego, dzigki czemu zwigksza si¢ produkcja enzymow
trawiennych (Zeng i in., 2015). Wyniki badan oceniajacych wptyw dodatku do diety olejkow
eterycznych na parametry produkcyjne kurczat rzeznych oraz kur niosek nie sg jednoznaczne
(Mokhari i in., 2018; Yarmohammadi Barbarestani i in., 2020; Torki i in., 2021). Wyniki badan
wlasnych wskazuja, ze dodatek LEO mial istotny wptyw na koncowa mase ciata kurczat.
Pozytywny wplyw dodatku LEO do wody pitnej (0,4 mL/L) na BW oraz FCR uzyskano w
drugim (2242 d) oraz catym okresie (1-42 d) stosowania LEO (publikacja D-2, publikacja




D-3, publikacja D-5). Podobne wyniki uzyskali Yarmohammadi Barbarestani i in. (2020),
oceniajacy wplyw dodatku LEO (gléwne sktadniki chemiczne: linalol — 38,12%; octan linalolu
— 25,79%) do paszy w stezeniu 600 mg/kg. W badaniu tym dowiedziono skutecznosci
oddziatywania na wzrost kurczat, gléwnie poprzez poprawg rownowagi mikroflory jelitowe;,
struktury nabtonka jelit i zdolno$ci antyoksydacyjnej. Z kolei, Kiigiikyilmaz i in. (2012) podali,
ze zastosowanie w paszy EO z Lavandula stoechas (glowne sktadniki chemiczne: karwakrol —
24,5%; 1,8-cineole — 20,1%) wywarlo negatywny wptyw na BW, FI oraz FCR za caty okres
odchowu. W badaniach Mokhtari i in. (2018) stwierdzono, ze dodatek LEO (gléwne sktadniki
chemiczne: linalol — 44,31%; octan linalolu — 32,98%) do paszy w stezeniu od 100 do 800
mg/kg nie miat wplywu na parametry produkcyjne tuczu, natomiast wykazano zmniejszenie
masy migsni piersiowych przy suplementacji w dawce 400 mg/kg paszy. Zrdznicowanie
wynikow badan moze mie¢ zwigzek ze stezeniem zastosowanej suplementacji, jej forma i
sposobem podania (woda, pasza) oraz aktywnos$cig biologiczng poszczegolnych komponentow
olejkow eterycznych. Olejki eteryczne dzigki aktywnosci przeciw patogennym drobnoustrojom
przyczyniaja si¢ do poprawy sktadu flory bakteryjnej w przewodzie pokarmowym (publikacja
D-1, publikacja D-3). Wedtug Mathlouthi i in. (2012) korzystny wptyw substancji czynnych z
zi6t na wskazniki produkcyjne kurczat brojleréw wynika z ich zdolnos$ci do stymulacji
procesow trawiennych, absorpcji skladnikow pokarmowych oraz modulowania uktadu
odpornosciowego organizmu. Mikroflora przewodu pokarmowego stanowi takze istotny
czynnik bezpieczenstwa konsumentéw spozywajacych migso drobiowe, ze wzgledu na to, iz
tre$¢ jelit moze by¢ zrodtem zakazenia tuszek patogenami, m.in.: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Campylobacter oraz
Salmonella (Choi i in., 2015). Na sktad jakosciowy i ilosciowy mikroflory jelit u drobiu wptyw
ma wiele czynnikow, np.: stres srodowiskowy, warunki i mikroklimat na fermie, wiek ptakow
oraz sktad paszy. Na homeostaz¢ mikroflory uktadu pokarmowego mozna wptywaé m.in.
poprzez dodatek do diety odpowiednich substancji czynnych, ktérymi moga by¢ olejki
eteryczne. W badaniach wtasnych istotnie statystycznie réznice miedzy grupa kontrolng a
grupami dos$wiadczalnymi (LEO142 i LEO22.42) Stwierdzono w przypadku ogdlnej liczby
Escherichia coli i coliform (p < 0,01). Rezultat ten wskazuje, ze LEO moze stanowi¢ wlasciwy
naturalny dodatek w zywieniu drobiu, co jest szczegdlnie wazne, biorgc pod uwage coraz
wigkszg opornos¢ szczepu E. coli na chemioterapeutyki (Gadisa i in., 2019). Niektore badania
in vivo, ktorych celem byto zbadanie wplywu wybranych olejkéw eterycznych na kolonizacje
bakterii w roznych odcinkach jelit ptakow, potwierdzity jej zmniejszenie w przypadku E. coli,

C. perfringens oraz grup Enterococcus, Salmonella czy Staphylococcus (Hong i in., 2012;




Vuki¢-Vranjes i in., 2013). Ponadto, poszczegdlne eksperymenty wykazaty, ze olejki eteryczne
moga wplywa¢ dodatnio na liczebnos$¢ bakterii fermentacji mlekowej (Kirkpinar i in., 2011;
Erhan i in., 2012), co potwierdzono w badaniach wtasnych (publikacja D-3). W nielicznych
przypadkach odnotowano jednakze dziatanie hamujace rozwdj Lactobacillus (Tiihonen i in.,
2010; Hong i in., 2012). Wplyw olejkow eterycznych na uktad pokarmowy poza zmniejszeniem
liczby okreslonego rodzaju mikroorganizmoéw chorobotworczych moze by¢ réwniez zwigzany
z zakwaszeniem tresci jelitowej (Gopi i in., 2013). Olejki eteryczne mogg takze oddziatywaé
na morfologi¢ jelit. Zmniejszenie liczby patogennych bakterii w jelitach moze poprawiad
zdolno$¢ komorek nabtonkowych do regeneracji kosmkow jelitowych, a tym samym poprawiac
zdolnos$¢ wchtaniania sktadnikow pokarmowych (Zeng i in., 2015). Jednakze dane na ten temat
sg rozbiezne 1 dotycza zarowno zwigkszonej, jak 1 niezmienionej dlugosci kosmkow w jelicie
czczym i grubym brojlerow suplementowanych olejkami eterycznymi (Vuki¢-Vranjes i in.,
2013; Khattak i in., 2014).

Parametry krwi uwazane sa za wskazniki okre$lajace stan zdrowia organizmu. Sg one
pomocne nie tylko w diagnostyce chordb drobiu, ale takze dostarczaja waznych informacji
w badaniach immunologicznych oraz podczas oceny skuteczno$ci terapii (Mohiti-Asli i
Ghanaatparast-Rashti, 2017; Basit i in., 2020; Pham i in. 2020). Olejki eteryczne mogg by¢
naturalnymi immunostymulatorami. Mathlouthi i in. (2012) podali, ze olejki eteryczne i
wyciagi z ziot moga poprawi¢ komorkowa i humoralna odporno$é kurczat brojlerow,
zmniejszajac ich podatnoéé na choroby zakazne. Pozytywny wplyw na stan zdrowotny maja
rowniez olejki eteryczne, wykazujace efekt hipocholesterolemiczny. Ponadto niektore z nich
moga hamowac¢ aktywnos¢ enzymu watrobowego (reduktaza HMG-CoA), regulujacego ilos¢
cholesterolu endogennego i obnizaé jego stezenie we krwi (Abo Ghanima i in., 2020).
W dostepnej literaturze jest niewiele prac na temat wpltywu LEO na wskazniki biochemiczne,
immunologiczne 1 antyoksydacyjne krwi. Badania wtasne wskaznikoéw biochemicznych krwi
kurczat brojlerow wykazaly brak istotnych réznic pomigdzy grupami (publikacja D-3,
publikacja D-5). Wyniki te sa zgodne z uzyskanymi przez Torki i in. (2021), ktorzy nie
wykazali wplywu suplementacji LEO na parametry biochemiczne krwi u kur niosek. Podobnie
Mokhari i in. (2018), stosujgc 100, 200, 400, 600 800 LEO (mg/kg) jako dodatek do paszy nie
odnotowali r6znic w ilosci biatka catkowitego, cholesterolu, triglicerydow, HDL, LDL oraz
kwasu moczowego. Wykazali natomiast obnizenie st¢zenia glukozy w grupach kurczat
suplementowanych LEO, w stosunku do grupy kontrolnej. Z kolei, Yarmohammadi

Barbarestania i in. (2020) oceniajgc zastosowanie LEO w zywieniu kurczat brojleréw nie




stwierdzili r6znic w stezeniu glukozy, biatka catkowitego, triglicerydow, HDL, VLDL. Sposrod
badanych wskaznikoéw biochemicznych istotne roznice odnotowali jedynie w poziomie
cholesterolu — suplementacja 600 mg/kg LEO istotnie obnizyta jego poziom w poréwnaniu do
grupy kontrolnej i grupy suplementowanej dawka 300 mg/kg LEO. Abo Ghanima i in. (2020)
rowniez stwierdzili obnizenie cholesterolu w krwi kur niosek suplementowanych pasza
z dodatkiem olejku rozmarynowego i cynamonowego (300 mg/kg paszy). Ponadto cytowani
autorzy, w grupach suplementowanych olejkami wykazali obnizenie st¢zenia enzymow ALT
1 AST. Niektore olejki eteryczne 1 zawarte w nich zwigzki chemiczne maja wilasciwosci
usprawniajace system immunologiczny. W wyniku ich zastosowania w dietach zwicksza si¢
odpornos¢ ptakoéw, a to w konsekwencji prowadzi do zmniejszenia podatnosci na choroby
zakazne (Mohiti-Asli i Ghanaatparast-Rashti, 2017). Mohiti-Asli i Ghanaatparast-Rashti (2017)
wykazali, ze olejek z oregano w diecie kurczat brojlerow w dawce 300 ppm znacznie zwickszyt
poziom immunoglobulin IgG, nie wptywajac na warto$¢ IgM. Podobnie Gao i in. (2020) podali,
ze badana przez nich mieszanina olejkow eterycznych byla silnym $rodkiem
immunomodulujacym, ktory podwyzszal poziom immunoglobulin (IgG, IgM) u kur niosek.
Mabhrous 1 in. (2017) stwierdzili, ze poziom immunoglobulin w surowicy (IgA, IgG 1 IgM) byt
istotnie (p < 0,05) podwyzszony u kurczat brojlerow karmionych pasza z dodatkiem 1,0% i
1,5% olejku gozdzikowego. Badania wtasne wykazaly, ze aplikacja LEO do wody nie miata
wplywu na poziom trzech opisanych u ptakow przeciwcial: IgA, 1gM i IgG (publikacja D-5).
Wiyniki te sg zgodne z wynikami innych badaczy, takich jak Aami-Azghadi i in. (2010), ktorzy
wykazali, ze wlaczenie do diety kurczat EOs z kminku i piotunu w dawce 100, 200 i 300 ppm
nie zwigkszyto miana przeciwciat IgM i1 IgG. W badaniach Alp i in. (2012) réwniez nie
wykazano wplywu dodatku do diety olejku eterycznego z oregano na poziom IgG w surowicy
krwi kurczat po 42 dniach do$wiadczenia. Doktadny mechanizm, za pomoca ktorego olejki
eteryczne stymuluja odpowiedZz immunologiczng u kurczat brojlerow i innych zwierzat, jest
nieznany, dlatego konieczne sa dalsze badania nad mozliwo$ciami ich zastosowania w
zywieniu. W badaniach wtasnych oceniano takze catkowity status przeciwutleniajacy (TAS).
Dodatek 0,4 mL/L LEO wptynat istotnie (p < 0,01) na wartos¢ TAS (publikacja D-5). Wzrost
TAS odnotowano w surowicy Krwi kurczat brojlerow otrzymujacych LEO w pierwszym
okresie odchowu (1-22 d) oraz przez caty jego okres (1-42 d), co potwierdza jego wlasciwosSci
przeciwutleniajagce. Ryzner 1 in. (2013) rowniez wykazali istotny wzrost TAS u kurczat
zywionych pasza z olejkiem eterycznym z Satureja officinalis w dawce 0,05%. TAS to
zdolno$¢ organizmu do obrony przed dziataniem wolnych rodnikéw, polegajaca na ich

inaktywowaniu do substancji o obojetnym tadunku. Mozna przyjaé, ze wartosci TAS sg




nieenzymatycznym markerem antyoksydacyjnym, ktory odzwierciedla catkowita pojemnos¢
bariery antyoksydacyjnej danego organizmu, komorki, tkanki czy narzadu. Wartosci tego
parametru mogg by¢ rowniez miarg rownowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej organizmu
czy tez wskaznikiem wyczerpania rezerwy antyoksydacyjnej w przebiegu wielu chorob
zwigzanych z generacjg wolnych rodnikéw tlenowych, w tym kolibakteriozy. Kolibakterioza
jest przyczyna duzych strat ekonomicznych w produkeji drobiarskiej. Zakazenia wywotane E.
coli powodujg wysoka zachorowalno$¢ i $miertelnos$¢ u drobiu (Fancher i in., 2020). Infekcje
te sg tradycyjnie leczone fluorochinolonami m.in. enrofloksacyng (Roth i in., 2019).
Zastosowanie enrofloksacyny stato si¢ punktem zwrotnym w leczeniu kolibakteriozy u drobiu,
wywotywanej gtownie serotypami O1, 02, 018 i O78 (Fancher i in., 2020) Chemioterapeutyki,
pierwotnie bardzo skuteczne, w kontrolowaniu zakazenia E. coli po pewnym okresie
stosowania, z powodu nabywanej przez bakterie opornosci, stajg si¢ nieskuteczne. Z Kkolei,
gentamycyna zaliczana jest do aminoglikozydow o silnym dziataniu bakteriobojczym.
Aminoglikozydy zaburzaja proces biosyntezy biatek, a ich dziatanie uzaleznione jest od
stezenia, wyzsze stezenie leku powoduje wzrost aktywnosci bojczej, a przy niskich stezeniach
mozna zaobserwowaé dziatanie bakteriostatyczne (Backer i Cooper, 2013). Aminoglikozydy
stosowane sg W leczeniu ludzi oraz u drobiu, pszczot, bydla, $win, owiec, koz, krolikow,
wielbladéw i ryb. Sg one skuteczne w przypadkach posocznicy oraz w chorobach zakaznych
przewodu pokarmowego, ukladow oddechowego i moczowego (Vaarten, 2012; Backer
i Cooper, 2013). Nalezaca do tej grupy gentamycyna, znalazta zastosowanie W leczeniu
zakazen przyrannych, wywolywanych glownie gronkowcem ztocistym Staphylococcus aureus,
opornym na B-laktamy (MRSA — methicyllin-resistant Staphylococcus aureus) oraz pateczka
ropy biekitnej Pseudomonas aeruginosa (wielolekoopornej). Od lat 80-tych ubiegtego stulecia
nie udato si¢ otrzymac nowych aminoglikozydéw, ktore wykazywatyby duza skuteczno$¢ przy
stosunkowo matej toksycznosci. Zahamowato to dalsze prace nad nowymi antybiotykami z tej
grupy. Notowany wzrost czestosci zakazen bakteryjnych oraz opornosci na stosowane leki
zmusza do poszukiwania nowych rozwigzan, w celu poprawy skutecznosci terapii (Munita i
Ariasa, 2016). Obiecujacym kierunkiem badan jest stosowanie olejkow eterycznych
w polaczeniu z chemioterapeutykami. Zaleta Iaczenia substancji o dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym jest fakt, ze olejki eteryczne oraz chemioterapeutyki sg
dopuszczone do stosowania u zwierzat — co stanowi przewage nad nowo syntetyzowanymi
zwiazkami chemicznymi, ktorych wprowadzenie na rynek wymaga dlugoterminowych badan
oraz duzych naktadow finansowych. Dziatanie przeciwbakteryjne olejkéw eterycznych, w tym

LEO zostato potwierdzone, jednakze jego oddziatywanie z syntetycznymi antybiotykami jest




stabo poznane (Adaszynska i in., 2013; Moussaoui i Alaoui, 2016; Hossain i in., 2017; Ju i in.,
2020). W badaniach wtasnych ocen¢ oddziatywana LEO w potaczeniu z gentamycyna
i enrofloksacyna przeprowadzono metodg checkerboard (publikacja D-4, publikacja D-5).
Obliczone wartosci FICI postuzyly do wykazania efektéw ich wspdlnego oddziatywania.
Analizujac poszczego6lne kombinacje gentamycyny z LEO (publikacja D-4) stwierdzono, ze
efekty ich potaczenia na drobnoustroje byly zroznicowane, poczawszy od tych wskazujacych
synergizm (S. aureus ATCC 25923: FICI — 0,192; S. aureus MRSA: FICI — 0,138) po efekt
addytywny (P. aeruginosa ATCC 9027: FICI —0,700). Istotny jest fakt, Ze uzyskano synergizm
oddziatywania gentamycyny i LEO w stosunku do szczepu opornego (S. aureus MRSA). Inni
autorzy przeprowadzajac doswiadczenia wykazali synergizm innych olejkdw eterycznych
z gentamycyna, wobec bakterii gram dodatnich i gram ujemnych (Rosato i in., 2010; Yap i in.,
2014; Moussaoui Alaoui, 2016; Ismail i in., 2017), co zostato potwierdzone w badaniach
wlasnych w przypadku LEO, ktoérego potaczenia z gentamycyng nie byly dotychczas badane
(publikacja D-4). Wyniki badan oddziatywania enrofloksacyny w potaczeniu z LEO rowniez
wykazaly zroznicowanie (publikacja D-5). Nalezy podkresli¢, ze uzyskano synergizm
oddziatywania enrofloksacyny i LEO w stosunku do szczepéw opornych E. coli. W Zzadnym
przypadku nie stwierdzono oddziatywania antagonistycznego (publikacja D-4, publikacja D-
5). El Atki i in. (2019) wykazali oddziatywanie synergistyczne olejku cynamonowego wobec
E. coli ATCC 25922 w potaczeniu z chloramfenikolem (FICI = 0,50). Inni autorzy
przeprowadzajac do$wiadczenia wykazali zrdéznicowane oddziatywanie innych olejkow
eterycznych wobec szczepow E. coli (Talei i in., 2017; Wang i in., 2018; Gadisa i in., 2019).
Potwierdzono to takze w badaniach wilasnych w przypadku LEO, ktorego polaczenia
z enrofloksacyng nie byly dotychczas badane. Wystegpujaca w ostatnich dekadach lekoopornosé¢
wielu szczepow bakteryjnych, sklonita wspoétczesng medycyng 1 weterynari¢ do zastosowania
skojarzonego leczenia. Dzialanie przeciwdrobnoustrojowe olejkéw eterycznych zostato
empirycznie potwierdzone w wielu badaniach, ale sposob ich dzialania nie zostal do konca
wyjasniony (Fadli i in., 2012; Adaszynska i in., 2013; Bozik i in., 2018; Ju i in., 2020).
Oddziatywanie synergistyczne moze by¢ skutkiem zmiany w przepuszczalnosci blony
komoérkowej bakterii. Udowodniono, ze niektore sktadniki olejkéw eterycznych, np.
karwakrol wystepujacy w duzej ilosci (>30%) w olejku tymiankowym, charakteryzuje si¢
zdolnos$cig do permeabilizacji i depolaryzacji btony cytoplazmatycznej E. coli, utatwiajac w
ten sposob przejscie antybiotyku do komorki bakteryjnej (Fadli i in., 2012). Udowodniono,
ze olejki moga wplywaé zarowno na zewngtrzng powierzchnie komorki bakteryjnej, jak

i cytoplazme. Hydrofobowo$¢, typowa dla olejkow eterycznych powoduje rozrywanie struktur




bakteryjnych, prowadzac do zwigkszonej przepuszczalnosci. Bariera przepuszczalno$ci btony
komorkowej jest nieodzowna dla wielu funkcji, w tym dla zachowywania statusu
energetycznego komorki, transportu substancji rozpuszczonych czy regulacji metaboliczne;.
Wynika z tego, ze mechanizmy przeciwdrobnoustrojowe olejkéw eterycznych moga by¢
zwigzane z degradacja S$ciany komorkowej, koagulacja cytoplazmy; zwigkszong
przepuszczalnoécia prowadzaca do wycieku zawartosci komorki oraz redukcja sity
protonomotorycznej (publikacja D-1; Bozik i in., 2018). W nielicznych publikacjach pojawity
si¢ doniesienia o wigkszej aktywnosci przeciwbakteryjnej antybiotykow zastosowanych wraz
z olejkami eterycznymi w badaniach in vivo (Ismail i in., 2017). Badania nad synergistycznym
dzialaniem olejkéw eterycznych z antybiotykami wpisuja si¢ w strategie walki nad

lekoopornos$cia bakterii.

8. Whnioski

o Zastosowanie do wody pitnej dodatku LEO (0,4 mL/L) poprawito wskazniki

produkcyjne kurczat brojleréw, gtownie poprzez zwigkszenie BWG oraz zmniejszenie

FCR.

o Suplementacja LEO nie wplyneta na wskazniki biochemiczne
i immunologiczne krwi, podwyzszyta natomiast poziom TAS, co §wiadczy o jego

wlasciwosciach antyoksydacyjnych.

o LEO charakteryzuje si¢ wlasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi, modyfikujacymi

mikroflore uktadu pokarmowego wzgledem Escherichia coli, coliform.

o Wiaczenie LEO jako dodatku do wody pitnej dla kurczat brojleréw moze stanowié

dobrg alternatywe dla niedozwolonych antybiotykowych stymulatorow wzrostu.

o Wsrod badanych zestawien enrofloksacyny i gentamycyny w potaczeniu z LEO

stwierdzono wystepowanie dwoch typéw oddziatywan: synergizmu i addytywnosci.
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