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3.Udoskonalenie technologii poprawy zdrowotnosci zwierzat i ograniczenia stosowania
antybiotykow przy wykorzystaniu elektrolizowanej wody

Zadanie 3: Dezynfekcja pomieszczen gospodarczych w hodowli zwierzat oraz higienizacji
gnojowicy w celu ograniczenia poziomu zagrozen ze strony patogendw chorobotwoérczych

a) dezynfekcja kurnika brojleréw kurzych w celu ograniczenia poziomu zagrozen ze
strony patogenow
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| WSTEP

Jedng z metod alternatywnych dla testu Draize stosowanych do oceny toksycznego
i draznigcego dzialania substancji chemicznych jest opracowany przez Lupke test
btony omoczniowo-kosmoéwkowej jaja kurzego (ang. Hen’s Egg Test -Chorioallantoic
Membrane, HET CAM). Z powodzeniem stosowany jest on do badania proceséw
biologicznych, takich jak wymiana gazowa, transport substancji, a takze ocena
toksyczno$ci substancji chemicznych oraz zjadliwo$ci drobnoustrojéw. Btona
omoczniowo-kosmowkowej jaja sktada si¢ z dwoch warstw nabtonka (zewngtrznej i
wewngetrznej) oraz zawartej migdzy nimi bogato unaczynionej tkanki laczne;j.
Substancje badane moga w réznym stopniu uszkadza¢ naczynia blony omoczniowo-
kosmoéwkowej i samg btong. Test ten polega on na nakropieniu roztworu badanej
substancji na uprzednio wypreparowang btong omocznio-kosmowkowa zywego 8-10
dniowego zarodka kurzego a nastgpnie na podstawie obserwacji czasu i stopnia
wystapienia przekrwienia, wylewow 1 koagulacji naczyn krwiono$nych tej btony
ocena toksycznosci badanych preparatow (skala 21 punktowa). Jest to szybki test
(trwa do 5 minut), w ok. 80% zgodny z testem Draiza

Celem projektu byto zbadanie efektywnosci i wyznaczenie skutecznych stezen
preparatu Bio Actiw VET , ktory miat by¢é potem stosowany do dezynfekcji

kurnikow.

Il MATERIAL I METODY

Material biologiczny

Kurze jaja wylegowe (120 szt.) pochodzace od stada rodzicielskiego kur zestawu Ross
308 (AVIAGEN) w szczycie nie$nosci. Jaja inkubowano w aparatach legowych typu
Mesalles 65 w temperaturze (T) 37,8°C i wilgotnosci wzglednej (RH) 50% przez 9
dni. Po tym czasie przeprowadzono S$wietlenie, odrzucajagc jaja niezaptodnione,
uszkodzone 1 zawierajgce zamarle zarodki. Do testu HET CAM przeznaczono tylko

jaja z prawidtowo rozwijajacymi si¢ zarodkami.
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Tabela 1.1. Uklad badania potencjalnego toksycznego dzialania SENVERUM
preparatu Bio ActiWw VET, w zaleznosci od rodzaju wody jako rozpuszczalnika dla

koncentratu, w tescie blony omoczniowo-kosmowkowej zarodka kurzego (HET

CAM)

Grupa Liczba jaj [n] Objetos¢ roztworu

Kontrola pozytywna

5 200 uL
(0,1N NaOH)
Kontrola negatywna 1
| _yW 5 200 uL
(rozpuszczalnik -woda destylowana)
Kontrola negatywna 1
ke 5 200 pL

( rozpuszczalnik -woda kranowa)

50 % roztwor Bio Actiw VET
Professional (1000 ppm HOCL) 10 200 uL
+ (woda destylowana)

20 % roztwor Bio ActiW VET
Professional (400 ppm HOCL) 10 200 uL
+ (woda destylowana)

50 % roztwor Bio ActiW VET
Professional (1000 ppm HOCL) 10 200 puL

+ (woda kranowa)

100 % roztwor Bio ActiW VET

_ 10 200 uL
Professional ( 2000 ppm HOCL)

15 % roztwor Bio ActiW VET
Professional ( 300 ppm HOCL) 10 200 uL
+ (woda destylowana);

15 % roztwor Bio ActiW VET
Professional ( 300 ppm HOCL) 10 200 uL

+ (woda kranowa)
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10 % roztwor Bio ActiW VET
Professional ( 200 ppm HOCL) 10 200 uL
+ (woda destylowana)

10 % roztwor Bio ActiW VET
Professional( 200 ppm HOCL) 10 200 uL

+ (woda kranowa)

Procedura wykonania test blony omoczniowo-kosmowkowej zarodka kurzego

Test wykonano zgodnie z procedurg ICCVAM (2010). W celu wykonania testu w skorupie
nieuszkodzonego kurzego jaja wylegowego, zawierajacego prawidlowo rozwijajacy si¢
zarodek w 9 dobie inkubacji, wykonano nad komorg powietrzng otwoér o $rednicy ok 20 mm.
Na odstonigta w ten sposdb blong podskorupowa wewnetrzng (ang. internal egg shell
membrane, IESM) nakrapiano 1mL 0,9% NaCl w celu jej nawilzenia i zmigkczenia i
odkladano, a nast¢pnie jajo odktadano do inkubatora na ok. 20 minut. Po tym czasie,
odpipetowywano pozostaty ptyn fizjologiczny, a nastgpnie ostroznie aby nie uszkodzi¢
naczyn wlosowatych , usuwano IESM odkrywajac btong¢ omoczniowo-kosmowkowa (ang.
chorioallantoic membrane, CAM). Do testu uzywano tylko jaj o nieuszkodzonej podczas
preparowania sieci naczyn wtosowatych CAM.

Na tak wypreparowang bton¢ omocznio-kosmowkowa (CAM) nakrapiano 200 pl roztworu
badanego preparatu zgonie ze schematem (Tab.1.1).

Analizie poddano:

1) kontrola pozytywna - 0,1 molowy (0,1N) roztwér NaOH;

2) kontrola negatywna 2 rozpuszczalnik woda destylowanej (pH 7,03)

3) kontrola negatywna 3 rozpuszczalnik woda kranowa (pH 8,24);

4) 50 % Bio ActiwW VET Professional (1000 ppm HOCL) + (woda destylowana);

5) 20 % roztwor Bio Actiw VET Professional (400 ppm HOCL)+(woda destylowana);

6) 50 % roztwor Bio ActiW VET Professional (1000 ppm HOCL) + (woda kranowa)

7) 100 % roztwor Bio ActiW VET Professional (2000 ppm HOCL)

8) 15 % roztwor Bio ActiW VET Professional (300 ppm HOCL)+(woda destylowana);

9) 15 % roztwor Bio ActiW VET Professional(300 ppm HOCL) + (woda kranowa);
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10) 10 % roztwoér Bio ActiW VET Professional(200 ppm HOCL)+(woda destylowana);

11) 10 % roztwor Bio ActiW VET Professional (200 ppm HOCL) + (woda kranowa);
Pomiary odczynu wody destylowanej, wody kranowej oraz tre$ci jaja wykonano przy

wykorzystaniu elektrody szklanej i pH metru typ SevenCompact™ S210 (Mettler-Toledo

GmbH. Szwajcaria).

Tabela 1.2. Ocena punktowa toksycznosci na podstawie czasu wystgpienia uszkodzen w
naczyniach wtosowych btony omoczniowo-kosméwkowej zarodka kurzego

Rodzaj uszkodzenia naczyn Czas wystapienia uszkodzen
wlosowatych btony
omoczniowo-kosmoéwkowej 30s 2 min 5 min
Liza naczyn (Lysis) 5 pkt 3 pkt 1 pkt
Krwotok (Hemorrhage) 7 pkt 5 pkt 3 pkt
Kolagulacja (Coagulation) 9 pkt 7 pkt 5 pkt

Tabela 1.3. Ocena toksycznosci substancji na podstawie wynikow testu HET CAM (Luepke,
1985)

Ocena toksycznosci Reakcja Liczba punktow
Substancja nie toksyczna brak 0,0 - 0,9 pkt
Substancja stabo toksyczna staba 1,0 -4,9 pkt
Substancja $rednio toksyczna umiarkowana 5,0-8,9 pkt
Substancja silnie toksyczna silna 9,0-21,0 pkt

Po nakropieniu roztworu obserwowano przy pomocy lupy powierzchnie CAM
rejestrujac czas wystapienia uszkodzen (Tab. 2) i ta tej podstawie oceniano toksycznos¢

roztworu preparatu zgodnie z 21 punktowg skalg Luepke (1985) substancji (roztworu) (Tab.



UNIWERSYTET ROLNICZY
Hatas w Krakowie

m., Hugona K

Projekt realizowany jest w konsorcjum o nazwie: ZDROWA ZYWNOSC,
ktorg tworza: Bio ActiW sp. z o.0. (lider konsorcjum) oraz Uniwersytet Rolniczy w Krakowie

3). Dokumentacje fotograficzna wykonano przy pomocy aparatu Canon EOS 600D +
Obiektyw: Canon EF 50mm {/1.8 STM z pier$cieniem posrednim 21mm.

IIT WYNIKI I ICH OMOWIENIE
'

b)

-

Rycina.1l.1. Wyniki testu HET CAM: a) Kontrola pozytywna — 0,1 molowy roztwor sody

kaustycznej (NaOH); b) Kontrola negatywna —w woda destylowana

|

L

Rycina.1.2. Wyniki testu HET CAM: a) Grupa do$wiadczalna — 100 % roztwor Bio ActiW

VET Professional ; b) Grupa dos§wiadczalna — 100 % roztwor Bio ActiW VET Professional
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Tab.1.4.1. Wyniki testu HET CAM - Kontrola pozytywna — 0,1 molowy roztwor
NaOH.

Powtorzenie
Kontrola pozytywna - 0,1 NaOH 1 > 3 2 :
Lysis 5 5 5 5 5
0,5 min Hemorrhage 7 7 7 7 7
Coagulation 9 9 9 9 9
Lysis - - - - -
2min Hemorrhage - - - - R
Coagulation - - - - -
Lysis - - - - -
5min Hemorrhage - - - - R
Coagulation - - - - -
SUMA 21 21 21 21 21

Srednia £SD 21,0+0,00

Tab.1.4.2. Wyniki testu HET CAM - Kontrola negatywna 1. — woda destylowana

Powtorzenie
Woda destylowana

1 2 3 4 5
Lysis 0 0 0 0 0
0,5 min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
Lysis 0 0 0 0 0
2min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
Lysis 0 0 0 0 0
5min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
SUMA 0 0 0 0 0

Srednia £SD 0,0=£0,00
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Tab.1.4.3. Wyniki testu HET CAM - Kontrola negatywna 2. — woda kranowa

Powtorzenie
Woda kranowa

1 2 3 4 5
Lysis 0 0 0 0 0
0,5 min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
Lysis 0 0 0 0 0
2min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
Lysis 0 0 0 0 0
5min Hemorrhage 0 0 0 0 0
Coagulation 0 0 0 0 0
SUMA 0 0 0 0 0

Srednia £SD 0,0:£0,00
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Tab.1.4.4. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 50 % Bio ActiW VET Professional (1000 ppm HOCL) + (woda destylowana).

50 % Bio ActiW VET Professional (woda destylowana) | 1 2 3 5 6 7 8 9

Lysis

=
o

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min Hemorrhage

OO, |O/OjO|O|O|O

Coagulation

OO, |OjOCO|jO|O|OC|O
PO, |O/OCO|O|O|OC|O
OOk, |OOCO|O|O|OC|O |

OO, IOjOCO|O|O|OC|O

PRO|lO|lRP|OO|O|O|OC|O

OO, |OjOCO|jO|O|OC|O

RlO|lOR|OjO|O|O|OC|O

SUMA 6

0
0
0
0
0
0
1
0
0
1
5

Srednia+SD 3,5+2,50 (min 1- max 6)

PO|O|RP|O/OCO|O|O|OC|O
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Tab.1.4.5. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 20 % roztwor Bio ActiW VET Professional(400 ppm HOCL) + (woda destylowana).

20 % roztwor Bio ActiW VET Professional (woda destylowana)

2

3

4

5

7

8

9

10

Lysis

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min Hemorrhage

Coagulation

O|O|lkPr|OOCO|O|O|O|O
O|O|lOlOoOj0o|lOoO|lO|lOO|O|O®

SUMA

RPO|O|IP|OO|O|O|OC|O|F

RPRO|O|lRP|OOjO|O|O|O

RPRO|O|lRP|OOjO|O|O|O

RPO|O|IP|OOCO|O|O|O|O

1 0

oO|Oo|lo|lojlojojlo|o|o|oO

OO0l |O|O|O

OoOjOo|lo|lolojojlo|o|o|o

oOjlOo|lo|lo/lojojlo|o|o|o

Srednia+SD

0,5+0,50 (min 0-max 1)
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Tab.1.4.6. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 50 % roztwor Bio ActiW VET Professional(1000 ppm HOCL) +(woda kranowa).

oty | 1 | 2 | 3 | 4 s | s | 7 s | o | w

Lysis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0,5 min Hemorrhage 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Coagulation 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lysis 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0

2min Hemorrhage 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Coagulation 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Lysis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

5min Hemorrhage 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Coagulation 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

SUMA 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0
Srednia+SD 1,5+1,50 (min 0- max 3)
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Tab.1.4.7. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 100 % roztwor Bio ActiW VET Professional (2000 ppm HOCL)

o P .
100 % roztwor B.IO ActiW VET 1 ) 3 4 5 6 7 8
Professional

Lysis

=
o

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min

Hemorrhage

Coagulation

OoO|jlo|j|o|jo|lojlcojv|jO|wn

OoO|lOoOj0o|Oo|lO|w|w|O|0O

O|oj0o|l0OjOoO|wWwW|L|O|O

OoO|lOoj0o|jo|lO|w|w|O|0O

O|0oj0o|0O|jO|Ww|wVw|O|O

OoO|lOo|jo|Oo|lO|lw|w|O|0O

O|0oj0o|0O|jO|WwW|w|O|O

OoO|lOo|jo|Oo|lO|lw|w|O|0O

OoOjlOoO|jOo|OoO|OoO|lwjfLO|OC| ©

O|0Ooj0o|l0O|jOoO|w|Vw|O|O

H
o

[EEY
N

[EY
N

[EEY
N

[EEN
N

[EY
N

[EEN
N

[EY
N

[EEY
N

[ERN
N

12,220,60 (min 12-max 14)
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Tab.1.4.8. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 15 % roztwoér Bio ActiW VET Professional (300 ppm HOCL) +(woda destylowana)

15 % roztwor Bio ActiW VET Professional (woda destylowana)

1

4

7

8

9

10

Lysis

o

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min Hemorrhage

Coagulation

SUMA

O|O|l0Ojl0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

O|O|lO|lO|OO|O|O|lO|OC|O|N

O|O|0Ol0O|0O|0O|O|lOjOO|O|W

OoO|lOoO|lOoOjlOojo|lo|jlo|lo|o|O

O|O|lOlO|O|O|O|lOjOO|O|O®

O|O|l0Ol0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

oO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|jo|O

oO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|jo|O

OO0/l Oo|l0o|O|O|O
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Tab.1.4.9. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 15 % roztwor Bio ActiW VET Professional(300 ppm HOCL) (woda kranowa)

15 % roztwor Bio ActiW VET Professional (woda kranowa) 1 2 3 4 5 6 8 9

Lysis

[EY
o

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min Hemorrhage

Coagulation

OoO|lO|lOjlOoOjo|lo|o|lo|o|O
O|O|l0Ojl0Oj0O|l0O|O|lO|O|O
oO|lOoO|lOoOjlOojo|lo|lo|lo|o|O
OoO|lOoO|lOoOjlOojo|lo|jlo|lo|o|O
OoO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|o|O
O|O|0Ojl0O|0O|0O|O|lO|O|O |
OoO|lOoO|lOoOjlOojo|lo|jlo|lo|jo|O
OoO|O|lOjlOj0o|l0O|O|lO|O|O

SUMA

oO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|jo|O
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Tab.1.4.10. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 10 % roztwor Bio ActiW VET Professional(200 ppm HOCL) +(woda destylowana)

10 % roztwor Bio ActiW VET Professional (woda destylowana)

1

2

3

6

7

8

9

10

Lysis

0,5 min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

2min Hemorrhage

Coagulation

Lysis

5min Hemorrhage

Coagulation

SUMA

O|O|l0Ojl0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

oO|lOoO|lOoOjlOoOjo|lo|o|lo|o|O

O|O|l0Ojl0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

OoO|lOoO|lOoOjlo|jo|lo|o|lojoo|Oo| >

O|O|l0Ol0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

O|O|l0Ol0Oj0O|l0O|O|lO|O|O

oO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|jo|O

oO|lOoO|lOoOjlojo|lo|jlo|lo|jo|O

OoO|O|lO/lOj0o|lOoO|O|lO|O|O
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Tab.1.4.6. Wyniki testu HET CAM — Grupa do$wiadczalna preparat 10 % roztwor Bio ActiW VET Professional(200 ppm HOCL) +(woda kranowa)
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Stwierdzono, ze preparat Bio Actiw VET Professional o 100% (2000 ppm HOCL)
stezeniu wykazat silne dziatanie draznigce, uzyskujac wynik 12,20+0,60 (Tab.1.4.5), podczas
gdy 50 % (1000 ppm HOCL)roztwor tego preparatu (woda destylowana i kranowa) wykazat
stabe dziatanie draznigce, uzyskujagc wynik 3,5+2,50 i 1,5+1,50 (Tab.1.4.4 i 1.4.6).
Natomiast 20 % (400 ppm HOCL), 15% (300 ppm HOCL) i 10% (200 ppm HOCL) roztwory
preparatu Bio ActiW VET Professional zaréwno w wodzie destylowanej jaki i kranowej w
teScie CAM HET nie wykazywatly zadnego dziatania draznigcego, na tej podstawie nalezy
uznaé je za substancje nietoksyczna.

IV Podsumowanie

Na podstawie uzyskanych wynikow testu HET-CAM mozna uzna¢, ze 100% roztwor Bio
Actiw VET Professional (2000 ppm HOCL) jest preparatem toksyczny, 50% (1000 ppm
HOCL) roztwor tego preparatu jest stabo toksyczny. Natomiast wodne roztwory 20%(400
ppm HOCL) , 15% (300 ppm HOCL) i 10% (200 ppm HOCL)Bio ActiW VET Professional
nalezy uznac za preparaty nietoksyczne. Takie wyniki spowodowaty, ze do dalszych badan

uzywano preparat Bio ActiW VET Professional w stezeniu 20 %, 15% i 10%
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