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Szanowni Panstwo,

Przekazujemy Panstwu kolejny zeszyt ACTA SCIENTIARUM POLONORUM
Medicina Veterinaria, czasopisma naukowego wydawanego przez wszystkie
polskie uczelnie rolnicze i przyrodnicze w 14 seriach. Seria Medicina
Veterinaria ukazuje si¢ naktadem Wydawnictwa Uniwersytetu Przyrodniczego
we Wroctawiu.

Czasopismo nasze publikuje oryginalne prace z zakresu szeroko rozumianej
medycyny weterynaryjnej oraz pokrewnych obszarow wiedzy, z naciskiem na
aspekty praktyczne. Publikowane sq zarowno oryginalne prace badawcze,

jak i artykuty o charakterze monograficznym, w jezyku polskim lub angielskim,
ze streszczeniami w obydwu jezykach, takze wszystkie opisy rysunkow i tabel
sq dwujezyczne. Prace sq recenzowane przez najlepszych specjalistow z

danej dziedziny. Rowniez w biezqcym numerze dominujq prace o charakterze
aplikacyjnym.

Od roku 2007 czasopismo wydawane jest jako kwartalnik. Szczegoly dotyczqce
przygotowania artykutu oraz wymogi redakcyjne mozna znalez¢ na stronie
www.acta.media.pl.

Zespol Redakcyjny



Dear Readers,

1t is a great pleasure to introduce you the next issue of ACTA SCIENTIARUM
POLONORUM Medicina Vetrinaria, a scientific journal published by all polish
universities of environmental sciences. The series of Medicina Vetrinaria

is released by publishing house of Wroctaw University of Environmental and
Life Sciences.

The journal publishes original papers of broadly understood veterinary
medicine and related topics, with emphasis on practical aspects. There are
published both original research articles and monographs, in Polish or English,
with abstracts in both languages, as well all figures’ and tables’ captions are
bilingual. The papers are reviewed by the best specialists in the field. This issue
is also dominated by the application problems.

Since 2007 the journal has been published as a quarterly. Details concerning
the instruction for authors and editorial requirements can be found
at www.media.pl.

Editorial Team
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WPLYW ROZNYCH STEZEN CITROSEPTU
NA WZROST SZCZEPOW
ASCOSPHAERA APIS IN VITRO

Pawel Chorbinski, Agnieszka Wojcik

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Celem badan byto ustalenie wrazliwosci szczepow otorbielaka pszczelego
Ascosphaera apis na rdzne stgzenia preparatu Citrosept (Citamani) w warunkach laborato-
ryjnych. Badania prowadzono na podlozu Sabourauda, postugujac si¢ cylinderkowa meto-
da rozcienczen wg Buttiego. W do$wiadczeniu wykorzystano 0,1, 0,2, 0,4, 0,8, 1, 2,41 8%
stezenia Citroseptu. Oznaczenia MIC (minimal inhibitory concentration) i MFC (mini-
mal fungicidal concentrations) wykonano w 7. dniu doéwiadczenia. Srednia warto$¢ MIC
dla szczepow uzytych w dos§wiadczeniu wyniosta 1,18 ml Citroseptu (0,232% zawartosci
bioflawonoidéw oraz 11,80 mg witaminy C) na 100 ml podtoza, natomiast wartos¢ MFC
dla tych szczepdéw wyniosta 7,20 ml Citroseptu (1,42% bioflawonoidéw oraz 72,00 mg
wit. C) na 100 ml podtoza. Preparat Citrosept wykazat si¢ znacznym wptywem hamujacym
wzrost A. apis i moze znalez¢ ewentualne zastosowanie w profilaktyce i zwalczaniu grzy-
bicy otorbielakowej u pszczoty miodne;j.

Stowa kluczowe: Citrosept, Ascosphaera apis, bioflawonoidy, witamina C

WSTEP

Grzybica otorbielakowa (Ascosphaeriosis apium) jest czg¢sto wystgpujaca choro-
ba czerwia pszczoty miodnej (Apis mellifera L.). Wystgpuje ona w ciagu catego sezo-
nu pszczelarskiego, powodujac znaczace obnizenie produkcyjnosci chorujacych rodzin
1 stanowiac istotny problem ekonomiczny. Wywotywana jest przez heterotalliczny grzyb
— otorbielak pszczeli Ascosphaera apis (Maassen ex Claussen). Wystgpowanie grzybicy
otorbielakowej jest powodowane migdzy innymi powszechnoscia wystgpowania patoge-
nu w rodzinach pszczelich i sSrodowisku ulowym, krazeniem jego w populacjach pszczot
samotnic i innych owadow oraz powiazane jest z czynnikami srodowiskowymi powo-
dujacymi obnizanie si¢ odpornosci rodzin pszczelich na choroby [Harbo 1995, Spivak
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6 P. Chorbinski, A. Wojcik

i Downey 1998, Gilliam 1986, Spivak i Gilliam 1993]. Wrazliwo$¢ lub oporno$¢ na
grzybicg otorbielakowa u pszczoty miodnej (Apis mellifera L.) zwiazana jest $cisle z be-
hawioralna odpornoscia rodzin pszczelich, ktéra jest uwarunkowana genetycznie oraz
przekazywana przez matki pszczele swojemu potomstwu. Mozna ja, w duzym uprosz-
czeniu, okresli¢ jako zdolnos¢ pszczot do szybkiego wyszukiwania i usuwania zamarltego
czerwia pszczelego z komorek plastrow, zanim czynnik chorobotwoérczy uzyska zdolnosé
inwazyjna [Gilliam i in. 1983, Oldroyd 1996, Spivak i Downey 1998].

Nasilenie wystgpowania grzybicy otorbielakowej pojawiajace si¢ w cyklach kilku-
letnich sprawia, ze pszczelarze podejmuja proby ograniczania inwazji przy uzyciu roz-
nych $rodkéw chemicznych. W chwili obecnej, z powodu zaliczenia miodu do $rodkow
spozywczych pochodzenia zwierzgcego, nie prowadzi si¢ farmakologicznej terapii tej
choroby przy wykorzystaniu lekow przeciwgrzybicznych, ktore doprowadzaja do jego
kontaminacji. Szczeg6lnie dotyczy to preparatow opartych na nystatynie i klotrimazolu
[Glinski i Chmielewski 1979, 1996]. Dlatego do$¢ popularne stato si¢ wprowadzanie
do $rodowiska ulowego kwasow organicznych (np. kwasu mréwkowego, octowego lub
cytrynowego), ktore pogarszaja warunki rozwojowe tego grzyba oraz wspomagaja za-
chowania higieniczne pszczoét [Kaftanoglu i in. 1992].

Duzy nacisk $rodowisk pszczelarskich na opracowanie nowych mozliwos$ci ograni-
czania wystgpowania chordb czerwia spowodowal, ze od wielu lat prowadzi si¢ proby
wykorzystania substancji naturalnego pochodzenia, gtéwnie wyciagdw roslinnych oraz
olejkéw eterycznych [Glinski i in. 1988, Colin i in. 1989, Calderone in. 1994, Liu 1991,
1995, Muszynska 1999]. W medycynie cztowieka i medycynie weterynaryjnej wprowa-
dzono do uzytku ekstrakty z owocow cytrusowych, ktore w badaniach laboratoryjnych
wykazaly si¢ znaczna aktywnoscia w stosunku do drobnoustrojéw chorobotworczych
oraz maja silne dziatanie przeciwutleniajace i wychwytujace wolne rodniki nadtlenkowe,
a takze chronia witaming C przed utlenianiem [Rodov i in. 1995, Fishera i Phillips 2008,
Fuselli i in. 2008], a w szczegodlnosci ekstrakt otrzymywany z pestek, miazszu i biatych
czesci grejpfruta (GSE) [Woedtke i in. 1999, Reagor i in. 2002, Heggers i in. 2002].
Ekstrakty z nasion grejpfrutow charakteryzuja si¢ takze znaczna aktywnoscia przeciw-
grzybicza [Kedzia 2001, 2005], ktéra moze zosta¢ potencjalnie wykorzystana do ogra-
niczania inwazji A. apis w rodzinach pszczelich. Do badan wybrano dietetyczny $rodek
spozywczy otrzymywany z pestek, miazszu i biatych czgsci grejpfruta (GSE) o nazwie
Citrosept firmy CINTAMANI. Citrosept zawiera w swym sktadzie 19,7% bioflawono-
idow (gtownie flawondw, flawanonow i flawanoli), witaming C (1 g/100 ml preparatu),
ktére zawieszone sa w wodnym roztworze glicerolu otrzymywanego z oleju palmowego.
W badaniach uzyto Citrosept konfekcjonowany w postaci ptynu.

Celem prezentowanych badan bylo okreslenie wrazliwosci wybranych szczepow
A. apis w stosunku do preparatu Citrosept (ekstrakt, Cintamani).

MATERIAL I METODY

Materiat stanowito 10 szczepow otorbielaka pszczelego 4. apis, pochodzacych z r6z-
nych pasiek naszego kraju. W celu izolacji szczepéw wykorzystano posiew rozdrobnio-
nych zmartych larw pszczelich na podtoze Sabourauda (z dodatkiem wyciagu drozdzo-
wego — 0,2% 1 chloramfenikolu — 0,1%, pH 7,0), a inkubacje prowadzono w temp. 25°C
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w atmosferze z dodatkiem CO,. Po uzyskaniu wzrostu i izolowaniu czystych hodowli
wszystkie szczepy identyfikowano przy uzyciu technik makro- i mikroskopowych na
podstawie morfologii i charakterystyki wzrostu grzybni oraz wytwarzania zarodnikow.

Wszystkie szczepy namnazano powtornie przez inokulacjg centralnej czgsci plytki
z podiozem Sabourauda, a po uzyskaniu kolonii o $rednicy 5-6 cm, jeszcze przed mo-
mentem wytwarzania spor, wycinano z nich inokula o §rednicy 5 mm, z miejsc jednakowo
oddalonych od centrum hodowli, tak aby uzyska¢ cylinderki agarowe pokryte homogen-
ng mikrokultura grzyba, zawierajace podobne jakosciowo i ilo§ciowo elementy grzybni.

W celu oznaczenia MIC (minimum inhibitory concentration) oraz MFC (minimum
fungicidal concentration) roztworu preparatu Citrosept na wzrost A. apis postuzono cy-
linderkowa metoda rozcienczen wg Buttiego w modyfikacji wilasnej [Butty i in. 1995,
Chorbinski 2003].

Badania wykonano na ptytkach Petriego o $rednicy 10 cm, na ktére wylewano po
30 ml podtoza Sabourauda zawierajacego wzrastajace kolejno st¢zenia preparatu Citro-
sept: 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,8, 1, 2, 4, 8%.

W gotowych podiozach z dodatkiem Citroseptu wycinano po trzy dotki (na kazdej
plytce), do ktérych w jalowy sposob przenoszono inokula z kazdego szczepu 4. apis.
Plytki inkubowano w temp. 25°C, a odczyt prowadzono w 1., 2., 3., 4. i 7. dniu badan,
stosujac metodyke wedtug Wawrzkiewicz [2000] (rys. 1 i 2). Kontrolg stanowity podtoza
Sabourauda bez dodatku testowanego preparatu, na ktore w analogiczny sposob przeno-
szono inokula badanych szczepdw. Za wartos¢ hamujaca wzrost (MIC) 4. apis przyjmo-
wano takie stgzenie roztworu Citroseptu, przy ktérym nastgpowal wzrost do maksymal-
nie 7 mm $rednicy, tzn. nie wigcej niz 2 mm poza krawedz inkorporowanego inokulum
w 7. dniu badan, zgodnie z metodyka podana przez Wawrzkiewicz [2000]. Wszystkie
inokula, ktére nie wykazaly wzrostu w 7. dniu badan, w okreslonym dla nich stezeniu
Citroseptu, przenoszono ponownie na czyste podtoza Sabourauda i sprawdzano, czy za-
hamowanie wzrostu szczepow Ascosphaera apis ma charakter trwaty, réwniez w 7. dniu
doswiadczenia. Kazde badanie trzykrotnie powtorzono.

Ryc. 1. Wzrost szczepdw A. apis, stgzenie Citroseptu 0,3% (I), 0,2% (II), 0,1% (III), 5. dzien
badan

Fig. 1. Growth of the strains of 4. apis, Citrosept concentrations: 0,3% (I), 0,2% (II), 0,1% (I1I),
5™ day of the experiment

Medicina Veterinaria 10 (1) 2011



8 P. Chorbinski, A. Wojcik

Ryc. 2. Wzrost szczepdw A. apis, stgzenie Citroseptu 0,3% (1), 0,2% (II), 0,1% (III), 7. dzien
badan

Fig. 2. Growth of the strains of 4. apis, Citrosept concentrations: 0,3% (I), 0,2% (II), 0,1% (III),
7™ day of the experiment

WYNIKI I OMOWIENIE

Wszystkie szczepy 4. apis inokulowane na ptytkach bez dodatku Citroseptu (kontro-
la) wykazaty sig stabilnym wzrostem i obserwowane réznice we wzroscie nie przekracza-
ty 10% srednicy kolonii. Wraz ze wrastajacym st¢zeniem w podtozu Citroseptu nastgpuje
zahamowanie wzrostu uzytych w dos§wiadczeniu szczepdéw 4. apis. Usrednione wartosci
$rednic kolonii (w mm) testowanych stgzen Citroseptu zamieszczono w tabeli 1. Wy-
stgpowanie znacznych wartosci odchylen standardowych $rednic kolonii, ktore czasami
siggaja ponad 50% (np. stezenie 0,8%, dzien 7.), swiadczy o zréznicowanej wrazliwosci
poszczegdlnych szczepow na testowany specyfik (tab. 1). Generalnie jednak wszystkie
badane szczepy 4. apis nie wykazywaly wzrostu poza 7 mm $rednicy na podtozach z do-
datkiem 4 i 8% Citroseptu, a przypadku dwoch szczepdéw na podtozach juz z 1% dodat-
kiem badanego preparatu.

Wyliczona w 7. dniu $rednia warto§¢ MIC wszystkich szczepow uzytych w do§wiad-
czeniu wyniosta 1,18 (+/- 0,437) ml Citroseptu na 100 ml podtoza, co odpowiada 0,232%
zawartos$ci bioflawonoidéw oraz 11,80 mg witaminy C, natomiast warto§¢ MFC tych
szczepow wyniosta 7,20 (+/- 1,687) ml Citroseptu (1,42% bioflawonoidow oraz 72,0 mg
wit. C).

Uzyskane wyniki badan wskazuja na znaczna, ale nie wybitnie wysoka aktywnos$¢ ha-
mujaca Citroseptu w stosunku do Ascosphaera apis. Badania prowadzone nad grzybami
drozdzopodobnymi [Kedzia 2001, 2005] z rodzaju Candida wskazuja, ze ok. 1/3 szcze-
péw jest juz wrazliwa na st¢zenia Citroseptu ponizej 0,1%, a w badaniach Saniewskiej
i in. [2006] dotyczacych Fusarium oxysporum wykazano wysoka skuteczno$¢ stgzenia
0,15%. W dostgpnej literaturze nie napotkano informacji o wptywie ekstraktu grejpfruta
na wzrost A. apis, ale w badaniach wlasnych [Chorbinski 2004], praca niepublikowana,
zastrzezona] oznaczony MIC dla szczepow A. apis wyniost 0,478 ml/100ml czystego
ekstraktu z grejpfruta, potwierdzajac uzyskane wyniki dla preparatu Citrosept. Wskazane
jest przeprowadzenie dodatkowych analiz majacych na celu wykluczenie ewentualnego
niekorzystnego wptywu Citroseptu na pszczoty i czerw oraz ustalenia dawki preparatu
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i sposobu jego aplikacji w warunkach ulowych. Citrosept moze znalez¢ dodatkowe zasto-
sowanie w rodzinach pszczelich, poniewaz wykazuje hamujacy wptyw na Paenibacillus
larvae [Semprini i in. 2004] — czynnik etiologiczny zgnilca amerykanskiego, powszech-
nej w polskich pasiekach choroby pszczot [Pohorecka i in. 2011].

Tabela 1. Srednica (mm) kolonii Ascosphaera apis dla poszczegdlnych stezen Citroseptu w kolej-
nych dniach do$wiadczenia ($rednia dla 10 szczepdw)

Table 1. Diameter (mm) of colonies of Ascosphaera apis for each concentration of Citrosept
in the following days of experiments (mean for 10 strains)

Stezenie Dni doswiadczenia (days of experiment)
Concentration (%) 1 2 3 4 5 6 7
12,6 24,5 38,0 55,0

0 (control) 2.5) ©3.8) @41 (£4.9) > 55 > 55 > 55

01 9,5 16,2 20,0 22,2 232 25,0 26,2
’ (+3,0) (£6,5) (£10,2) (+10,7) (+10,4) (£10,6) (+10,6)

02 8,8 11,7 13,6 16,2 17,5 19,3 20,5
i (#3,5) (+6,0) (*7,5) (#9,1) (+10,0) (+10,9) (+12,0)

03 6,5 9,7 10,5 11,5 13,5 15,0 17,0
’ (*2,5) (#6,5) (#6,5) (7,9  (*102)  (£11,05)  (£133)

04 6,0 6,3 6,8 72 8,2 9,8 11,8
> (#£2,5) (+2,4) (+3,6) (+4,4) (+4,7) (+7,0) (*11,2)

0.8 5,0 5,7 7,2 72 7,2 8,5 10,2
’ (0,0) (£1,0) (£2,7) (+2,7) (£2,7) (£3,3) (+4,5)

| 53 6,0 7,5 7,5 7,7 7,8 7,8
(=0,8) (£1,1) (£3,2) (£3,2) (£3,5) (#5,3) (£5,3)

5 5,0 53 53 53 53 53 53
(+0,0) (+0,8) (+0,8) (+0,8) (+0,8) (+0,8) (+0,8)

4 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(+0,0) (+0,0) (#0,0) (+0,0) (+0,0) (#0,0) (+0,0)

8 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
(+0,0) (+0,0) (+0,0) (+0,0) (+0,0) (+0,0) (+0,0)

WNIOSKI

1. Citrosept wykazuje zdolno$¢ hamowania wzrostu Ascosphaera apis.
2. Citrosept moze znalez¢ potencjalne zastosowanie w profilaktyce i ograniczaniu
inwazji grzybicy otorbielakowej w rodzinach pszczoty miodne;j.
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THE EFFECT OF DIFFERENT CONCENTRATIONS
OF CITROSEPT (CITAMANI) ON THE GROWTH
OF ASCOSPHAERA APIS STRAINS

Abstract. The aim of this study was to determine the sensitivity of strains of Ascosphaera
apis to different concentrations of the Citrosept (Citamani) in laboratory conditions. The
study was carried out on Sabouraud medium, using the cylinders dilutions method (by
Butti). In the experiment the 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1, 2, 4 and 8% concentration of Citrosept
were used. Determination MIC (minimal inhibitor concentration) and MFC (minimal fun-
gicidal concentrations) were performed on 7" day of experience. The mean value of MIC
for the strains used in the experiment was 1,18 ml of Citrosept’s (0.232% content of bio-
flavonoids and 11.80 mg of vitamin C) per 100 ml medium, while the value of MFC for
these strains was 7.20 ml Citrosept (1.42% bioflavonoids and vitamin C 72.00 mg) per 100
ml of medium. Citrosept showed significant growth inhibitory effects of A. apis and can be
potential used in the prevention and control a chalkbrood disease of honeybees.
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PROBIOTYKI W ZYWIENIU
ZWIERZAT TOWARZYSZACYCH

Edyta Wincewicz

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. Funkcjonowanie uktadu pokarmowego oraz jego stan sa niezmiernie waz-
ne dla ogolnej kondycji zwierzat domowych. Niezaktdcony ekosystem jelitowy stymuluje
uktad odpornosciowy zwierzgcia, chroni psy i koty przed patogenami i zapewnia odpowied-
nie sktadniki odzywcze. Prawidlowe zywienie jest wigc jednym z elementéw warunkuja-
cych wlasciwa homeostaze organizmu. Zbyt powszechne stosowanie antybiotykow i ich
dziatania niepozadane spowodowaty duze zainteresowanie wykorzystaniem probiotykow
w celach profilaktyczno-leczniczych. Uzupelienie dawek pokarmowych w odpowiednie
gatunki bakterii o potwierdzonych wlasciwos$ciach probiotycznych, pozwala na utrzymanie
homeostazy przewodu pokarmowego zwierzgcia, powigkszajac tolerancje na niekorzystne
bodZce srodowiskowe, ulatwia procesy trawienia i zwigksza przyswajalnos¢ sktadnikow
karmy, a w przypadku stosowania antybiotykow w celach leczniczych przyspiesza okres
rekonwalescencji.

Stowa kluczowe: probiotyki, pies, kot, zywienie zwierzat towarzyszacych

WSTEP

Psy i koty mozna karmi¢ w rozmaity sposob, stosujac karmy komercyjne lub pozy-
wieniem przygotowywanym przez wiasciciela. Najwazniejsze, by wybraé opcje najbar-
dziej odpowiadajaca i zwierzgciu, i posiadaczowi. Pies czy kot powinien by¢ zywiony
W sposob dostosowany do jego wieku, aktywnosci fizycznej, stanu zdrowia oraz indywi-
dualnych i rasowych cech.

Jeszcze w niedalekiej przeszto$ci uwazano, ze petnowarto$ciowa karma to taka, kto-
ra dostarcza zwierzetom biatko, weglowodany, tluszcze, witaminy i zwiazki mineralne
w odpowiednio zbilansowanej dawce. Obecnie podstawowa rola zywnosci to nie tylko
podtrzymywanie funkcji zyciowych poprzez zapewnienie energii i sktadnikow odzyw-
czych. Nowoczesna karma ma zapewnia¢ prawidtowy rozwdj, ale tez zwigksza¢ wydol-
no$¢ organizmu, spowalniaé procesy degeneracyjne oraz zapobiega¢ wystapieniu nie-
ktérych choréb przewlektych i infekcyjnych [Kolanowski 1999, Ostaszewski i in. 2004].
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14 E. Wincewicz

Ukoronowaniem tych potrzeb bylo wprowadzenie na rynek karm lub suplementéw o po-
zadanym dziataniu zdrowotnym, zawierajacych kultury bakterii jelitowych (probiotyki).
Bakterie te trwale przejsciowo kolonizuja przewod pokarmowy i wpltywaja zard6wno na
rownowage w ekosystemie jelitowym, jak i na ogolne procesy metaboliczne organizmu
zwierzecia [Kolanowski 1999, Madsen i in. 2001].

Koncepcjg probiozy, czyli zjawiska dobroczynnego wptywu bakterii na zdrowie czto-
wieka i interakcji migdzy bakteriami, zaobserwowano juz w XIX wieku. Pasteur i Jaubert
w 1877 roku opisali wystgpowanie antagonizmu mi¢dzy wybranymi szczepami bakte-
ryjnymi. Natomiast Miecznikow, rosyjski mikrobiolog, w 1907 r. wykazat, ze niektore
bakterie sprzyjaja, a inne hamuja rozwdj Vibrio cholerae. Ponadto propagowat on spozy-
wanie produktow zawierajacych pateczki kwasu mlekowego, opini¢ swoja opierajac na
obserwacjach wie$niakow rosyjskich i bulgarskich, ktérych codziennym napojem byt
(i jest) jogurt zawierajacy Lactobacillus bulgaricus [Miecznikow 1907].

Proby szerszego stosowania w praktyce lekarskiej preparatdéw zawierajacych pa-
teczki kwasu mlekowego uwienczone byly jednak miernymi efektami, co spowodowato
spadek zainteresowania probioza na kilka dziesigcioleci. Dodatkowo przyczynito si¢ do
tego wprowadzenie do lecznictwa antybiotykdéw. Dopiero dzialania niepozadane i skut-
ki uboczne stosowania antybiotykow oraz pojawianie si¢ coraz liczniejszych szczepow
opornych spowodowaty spadek fascynacji antybiotykami i renesans zainteresowania pro-
bioza [Bengmark 1998].

MIKROFLORA JELITOWA

Funkcjonowanie uktadu pokarmowego oraz jego stan sa niezmiernie wazne dla ogol-
nej kondycji zwierzat domowych. Niezaklocony ekosystem jelitowy stymuluje uktad od-
pornosciowy zwierzgcia, chroni psy i koty przed patogenami i zapewnia odpowiednie
sktadniki odzywcze. Prawidlowe zywienie jest wigc jednym z elementow warunkujacych
wlasciwa homeostazg organizmu.

Mikroflora jelitowa zmienia si¢ w trakcie zycia zwierzecia zaleznie od jego wieku,
stanu fizjologicznego, sposobu odzywiania, mechanizméw odpornosciowych czy tez sto-
sowanych lekow.

Przewod pokarmowy jest jednym z najwigkszych narzadow uktadu odpornosciowe-
go w organizmie. Posiada 80% komorek sekrecyjnych uktadu immunologicznego ciata
i wigeej niz 50% komorek efektorowych [Cebra 1999, Jalkanen 1990, Brandtzaeg i in.
1989, McKay i Perdue 1993]. Obecnos¢ mikroflory jest niezbedna do prawidlowego
rozwoju zwierzat. Wykazano bowiem, ze psy i koty pozbawione bakterii rezydujacych
w przewodzie pokarmowym wykazywaly niedorozwdj kosmkéw jelitowych, zmniej-
szona powierzchni¢ blaszki wiasciwej blony Sluzowej, niedorozwdj lokalnego uktadu
immunologicznego, zmniejszona ogdlna liczbeg limfocytdw czy tez niedorozwoj kepek
Peyer’a [Thorbecke 1959, McCracken i Gaskins 1999].

Przewdd pokarmowy jest siedliskiem urozmaiconej mikroflory bakteryjnej tlenowej
i beztlenowej. Oczywiscie z powodu roznic anatomicznych, jak i fizjologicznych kazdy
gatunek posiada unikalng mikroflorg [Suchodolski i in. 2004, 2005, Ritchie i in. 2010].
Réznica dotyczy nie tylko sktadu, ale réwniez liczby bakterii zasiedlajacych poszczegol-
ne odcinki przewodu pokarmowego.
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Przewdd pokarmowy nowo narodzonych zwierzat jest jatowy i ulega kolonizacji
mikroflora w ciagu kilku godzin po urodzeniu przez bakterie znajdujace si¢ w kanale
rodnym i w otaczajacym srodowisku. Po 24 godzinach tlenowce i beztlenowce stanowig
juz 10® CFU/g zawarto$ci jelit. W pierwszych tygodniach po urodzeniu liczba bakterii
tlenowych i beztlenowych jest niemalze réwnowazna, natomiast w miar¢ dojrzewania
liczba ta zmienia si¢ na korzys$¢ beztlenowcow [Buddington 2003].

W przewodzie pokarmowym dorostych psow i kotéw moze znajdowac si¢ kilkaset
filotypoéw bakterii. Ponad 99% stanowia Firmicutes, Bacterioidetes, Proteobacteria, Fu-
sobacteria i Actinobacteria. Pozostale naleza migdzy innymi do filotypu Spirochetes czy
tez Tenericutes. Bakterie tlenowe 1 wzgledne beztlenowce zasiedlaja jelito cienkie, a bez-
tlenowce dominuja w jelicie grubym [Suchodolski i in. 2009, Swanson i in. 2010].

U pséw i kotéw w przewodzie pokarmowym dominuja przede wszystkim Bacte-
roides, Clostridium, Lactobacillus, spp., Bifidobacterium i Enterobacteriaceae (tab. 1)
[Benno i in. 1992, Mentula i in. 2005].

Tabela 1. Dominujaca mikroflora przewodu pokarmowego psow i kotéw [wedtug Davis i in. 1977,
Benno i in. 1992, Johnston i in. 1993, Mentula i in. 2005], w modyfikacji wlasnej

Tablel. The dominant microflora in the gastrointestinal tract of dogs and cats [by Davis et al.
1977, Benno et al. 1992, Johnston and al. 1993, Mentula et al. 2005], a modification of

his own
Liczba drobnoustrojow w 1 g
tresci przewodu pokarmowego
Lokalizacja Drobnoustroje (log CFUx g)
Location Microorganisms The number of microorganisms
in 1 g of digestive tract content
(log CFUx g™
Jelito cienkie Preciki o spiralnym ksztalcie 3,0-6,8
Small intestine Spiral shaped rods
Bacteroides 0-5,5
Lactobacillus spp. 1,0-5,4
Streptococcus spp. 3,0-5,2
Escherichia coli 2,3-5,0
Clostridium perfringens 1,0-2,5
Jelito grube Bacteroides 7,3-10,2
Large intestine Bifidobacterium spp. 8,0-10,0
Clostridium perfringens 5,5-8,0
Clostridium spp. 7,3-9,5
Escherichia. coli 6,4-8,6
Lactobacillus spp. 5,5-9,0
Prevotella 7,0-8,5
Ruminococcus 7,0-8,0
Staphylococcus spp. 5,2-5,3
Streptococcus spp. 8,8-9,1

Medicina Veterinaria 10 (1) 2011



16 E. Wincewicz

W tresci zotadkowej zawarto$¢ bakterii waha sig¢ od 10" do 10°log cfu g'. W dwu-
nastnicy i jelicie czczym jest niska i wynosi 10° cfu mL", ale moze wzrosna¢ u niekto-
rych pséw i kotéw do 10° [Johnston 1999]. Jelito cienkie kotow zasiedla wigksza liczba
beztlenowcow, anizeli ma to miejsce u pséw [Johnston i in. 1993]. Dalsze odcinki jelita
cienkiego zawieraja roznorodne mikroorganizmy w duzo wigkszej liczbie, np. w jelicie
biodrowym 10’mL"', a w okr¢znicy 10" log cfu g'.

W praktyce bakterie stanowiace mikroflor¢ przewodu pokarmowego zwierzat dzieli
sig, ze wzgledu na funkcje, jakie pelni w organizmie, na trzy grupy [Zdunczyk 2002]:

e drobnoustroje korzystne — hamujace wzrost bakterii szkodliwych i stymulujace
wiele waznych funkcji przewodu pokarmowego i organizmu gospodarza, np.
Lactobacillus i Bifidobacterium;

e drobnoustroje potencjalnie szkodliwe — ktérych obecno$¢ i negatywne oddzia-
lywanie ujawnia si¢ w przypadku zaburzen funkcjonowania przewodu pokar-
mowego, np. E. coli;

e drobnoustroje bezwzglednie szkodliwe — zaktocajace fizjologiczne funkcje
przewodu pokarmowego, produkujace toksyny i substancje kancerogenne, np.
niektore gatunki Clostridium sp.

Wszystkie te grupy musza pozostawaé ze soba w rownowadze. W stanach zaburzenia
nawet dobroczynna flora jelitowa moze uszkadza¢ barierg §luzéwkowa czy tez produko-
wac toksyny bakteryjne uszkadzajace komorki gospodarza [Lara-Tejero i Galan 2000,
Elwell i Dreyfus 2000].

Mikroflora jelitowa jest integralna czgscia bariery jelitowej chroniacej organizm
zwierzecia przed inwazja bakterii chorobotworczych. Taki mechanizm nazywany jest
»oporem kolonizacji”, a polega na rywalizacji o tlen, sktadniki odzywcze, miejsce wigza-
nia ze $ciang jelita i produkcji zwiazkoéw antybakteryjnych, np. bakteriocyn dziatajacych
bakteriobdjczo w stosunku do innych szczepdéw. Kwas mlekowy produkowany przez
Lactobacillus i Bifidobacterium obniza pH, tworzac niekorzystne srodowisko dla wielu
szczepow bakterii chorobotworczych [Kanauchi i in. 2005, Tagg i in. 1976].

Podsumowujac, rola mikroflory jelitowej polega na:

1. tworzeniu biofilmu na powierzchni bton $luzowych jelit oraz na konkurencyjnej

blokadzie miejsc receptorowych dla drobnoustrojow patogennych;

2. udziale w procesach trawienia i wchlaniania;

3. dziataniu troficznym na strukturg jelita (synteza krotkotancuchowych kwasow

thuszczowych, podstawowego materialu energetycznego dla kolonocytéw);

4. syntezie witamin (z grupy B i K);
zwigkszeniu bioprzyswajalno$ci wapnia i zelaza z produktéw pochodzenia roslin-
nego;
konwersji bilirubiny do urobiliny, cholesterolu do koprostanolu;
dekoniugacji kwasow zotciowych;
zapobieganiu nowotworom jelita grubego;
stymulacji ukladu immunologicznego oraz korzystnej modulacji odpowiedzi
ustroju na czynniki zakazne i alergizujace [Trafalska i Grzybowska 2004].

9]
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PROBIOTYKI

Zbyt szerokie stosowanie antybiotykow i ich dziatania niepozadane spowodowaty
duze zainteresowanie wykorzystaniem probiotykow w celach profilaktyczno-leczni-
czych.

Z dostgpnego pismiennictwa wynika, ze uzupetnienie dawek pokarmowych w odpo-
wiednie gatunki bakterii o potwierdzonych wtasciwosciach probiotycznych pozwala na
utrzymanie homeostazy przewodu pokarmowego zwierzgcia, powigkszajac tolerancj¢ na
niekorzystne bodzce $rodowiskowe, ulatwia procesy trawienia i zwigksza przyswajal-
nos¢ sktadnikéw karmy, a w przypadku stosowania antybiotykéw w celach leczniczych
przyspiesza okres rekonwalescencji.

Termin ,,probiotyk™ pochodzi od dwoch greckich stow ,,pro” i,,bios” (dla zycia) i jest
przeciwstawny nazwie antybiotyk (przeciw zyciu). Jako pierwsi wprowadzili pojgcie
probiotyku” Lilly i Stillwell w 1965 roku, okreslajac tak substancj¢ wytwarzang przez
mikroorganizmy i dzialajaca stymulujaco na organizmy ludzi i zwierzat [Lilly i Stillwell
1965]. Fuller [1991] uzupehit i rozszerzyl pojgcie probiotykow, okreslajac je jako ,,zywe,
mikrobiologiczne uzupetienie pokarmu”, ktore korzystnie wplywa na zywiciela poprzez
poprawg rownowagi mikroflory jelitowe;j.

Terazniejsza koncepcja probiotykéw zaktada, ze drobnoustroje uzywane jako probio-
tyki powinny by¢ izolowane od przedstawicieli gatunku, u ktérego maja by¢ stosowane,
poniewaz czgs$¢ korzystnych dla zdrowia efektow jest specyficzna gatunkowo. Powinny
spetnia¢ ponadto nastgpujace kryteria [Ouwehand i in. 1999, Salminen i in. 1998]:

e zawiera¢ zywe komorki, np. liofilizowane komorki albo bakterie czynne w pro-
duktach mleczarskich czy innych produktach fermentowanych;

e poprawia¢ stan zdrowia zwierzat (co moze tez obejmowaé stymulacjg
wzrostu);

e wywiera¢ korzystny efekt w jamie ustnej badz w przewodzie pokarmowym (po-
dawane jako dodatki do zywnosci lub preparaty farmaceutyczne), w gornych
drogach oddechowych (stosowane w postaci aerozoli) lub w przewodzie mo-
czowo-ptciowym (preparaty miejscowe).

Efektywnos¢ oddzialywania probiotycznych szczepoéw bakterii na organizm zwie-
rzgeia zalezy od wielu czynnikow, stad wazne jest, by mikroorganizmy byty odpowied-
nie dla danego gatunku oraz dostarczane mu systematycznie w duzej liczbie. Zawar-
to$¢ zywych komorek w réznych preparatach probiotycznych waha si¢ od 10° do 10° cfu
g'. W produkcji tych preparatow zastosowanie maja: Lactobacillus spp. (np. szczepy
L. rhamnosus, L. acidophilus, L. casei, L. plantarum, L. reuteri), Saccharomyces boular-
dii, Bacillus cereus, Streptococcus spp. (np. S. thermophilus, S. faecium), Enterococcus
Jaecium 1 Bifidobacterium spp. (np. B. bifidium, B. breve, B. lactis, B. longum) [Borchers
i in. 2004]. Sposrod nich najczgsciej w gotowych preparatach probiotycznych uzywa si¢
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. 1 Bifidobacterium spp. [Sauter i in. 2006].

Medicina Veterinaria 10 (1) 2011
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PROBIOTYKI BAKTERYJNE

Glowne zadania probiotykow to zachowanie i przywracanie homeostazy w przewo-
dzie pokarmowym zwierzat oraz likwidowanie dysbakteriozy.

Do dziatan probiotykéw nalezy:

— hamowanie rozwoju patogennych mikroorganizmow poprzez wytwarzanie kwa-

sow organicznych, nadtlenku wodoru i bakteriocyn;

— konkurencyjne hamowanie adhezji do nabtonka jelitowego innych drobnoustro-

jow, glownie patogennych;

— konkurencyjne wykorzystanie sktadnikow pokarmowych niezbgdnych do wzro-

stu i rozwoju innych mikroorganizmow, gtéwnie patogennych;

— udziat w trawieniu laktozy;

— immunostymulacja i immunomodulacja, gtéwnie poprzez wzmacnianie fagocy-

tozy, zwigkszanie aktywnosci makrofagow i limfocytow, przeciwciat klasy IgA;

— produkcja substancji protekcyjnych i peptydow czynnosciowych [Bengmark

1998, Socha i in. 2000, Socha 1995, Hooper i in. 2001].

Efekt probiotyczny bakterie kwasu mlekowego uzyskuja poprzez produkcj¢ czynni-
kow antagonistycznych, do ktorych mozna zaliczy¢ kwasy organiczne (mlekowy, octo-
Wy, propionowy), niskoczasteczkowe produkty przemiany materii, kwas 2-pirolidono-5-
-karboksylowy, bakteriocyny oraz pochodne tlenu.

Antybakteryjny wptyw kwasow organicznych polega na zmianie pH poza zakres
optymalnej warto$ci dla wzrostu patogenow lub na inhibicji biochemicznej. Kwas octowy
i propionowy moga wplywac na btony komorkowe, neutralizujac potencjat elektroche-
miczny komorki, moga rowniez powodowac denaturacjg biatek wewnatrzkomorkowych
oraz redukowa¢ pH (np. ograniczenie wzrostu Salmonella spp.). Szczepy Lactobacillus
spp. hamuja adhezj¢ patogennych mikroorganizméw. Poza tym zwigkszaja aktywno$¢
makrofagoéw i produkcje immunoglobulin (np. IgA) [Depta 2001].

Kwas 2-pirolidono-5-karboksylowy, zwany potocznie PCA (piroglutaminowym)
dziata hamujaco na rozwdj bakterii Gram-ujemnych. PCA, przenikajac przez btony ko-
morek i spor, powoduje zaklocenie procesow energetycznych. Lacotbacillus acidophilus
wytwarza PCA zewnatrzkomorkowo, ktory szczeg6lnie antagonistycznie dziala na Pseu-
domonas i Enterobacter [Depta 2001].

Antagonistycznie w stosunku do patogendéw dziata nadtlenek wodoru poprzez zdol-
nos$¢ do wytwarzania toksycznych dla nich rodnikéw hydroksylowych. Lactobacillus
lactis 1 bulgaricus produkuja nadtlenek wodoru w iloéci 5-10 ppm i hamuja tym samym
rozwdj 1 wzrost Staphylococcus aureus [Depta 2001].

Bakteriocyny sa naturalnymi substancjami antybiotycznymi dzialajacymi bojczo
i statycznie na mikroorganizmy patogenne. Najbardziej znanymi sa nizyna i jej analogi
produkowane przez bakterie kwasu mlekowego. Dziata bakteriobdjczo w stosunku do
bakterii Gram-dodatnich, hamuje tez kietkowanie zarodnikow Clostridium i Bacillus. Po-
zostate bakteriocyny to m.in. acydoliza, laktacyjna B, plantacyjna, bulgarina, reuteryna
oraz laktozyna, jednakze ich rola jeszcze nie jest do konca poznana [Depta 2001, Sultan
1in. 2006, Limdi 1 in. 2006, Gotteland i in. 2006].

Na podstawie badan prowadzonych zarowno in vitro, jak i in vivo stwierdzono, iz
bakterie Lactobacillus casei, L. acidophilus i Bifidobacterium spp. stymuluja namnazanie
sig lub aktywnoé¢ limfocytow B i T. Zywe komoérki przyjmowane w wysokich dawkach
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moga stymulowaé wigksza zdolno$¢ fagocytarna limfocytow lub wzrost poziomu inter-
feronu oraz immunoglobuliny klasy A. Poza tym sktadniki $ciany komoérkowej bakterii
kwasu mlekowego pobudzaja aktywnos¢ makrofagow, a te poprzez zwigkszona produk-
cje wolnych rodnikéw tlenowych i enzyméw lizosomalnych szybciej i tatwiej niszcza
patogeny. Bakterie probiotyczne stymuluja takze uwalnianie cytokin przez immunokom-
petentne komorki przewodu pokarmowego [Depta 2001].

Stosowanie probiotykéw u psow i kotéw

Badania prowadzone na psach przy uzyciu bakterii Lactobacillus rhamnosus GG
(LGG) wykazaly, ze jedynie przy zastosowaniu najwyzszej dawki (5x 10! cfu dzien™)
uzyskano niewielkq poprawg zdrowotno$ci [Weese i Anderson 2002]. Goldin i in. [1992]
udowodnili, ze szczepy LGG wykazuja znacznie lepsze dziatanie u ludzi anizeli u psow.
Prawdopodobnie ma to zwiazek ze swoistoscia bakterii probiotycznych uzytych do badan.
Tezg t¢ zdaja si¢ potwierdza¢ badania prowadzone przez Strompfova' i wsp. [Strompfo-
va' 1 in. 2006], ktéra podawata doustnie, wyizolowany od psow, szczep Lactobacillus
fermentum (AD1). Probiotyk ten znacznie zwigkszyl stezenie biatka catkowitego i lipi-
déw, zmniejszyl natomiast poziom glukozy we krwi psow. Nie potwierdzono jednak jego
wplywu na funkcjonowanie uktadu immunologicznego. W jednym z badan zastosowano
u psow z objawami biegunki mieszank¢ szczepdw L. acidophilus i L. johnsonie. Okazalo
sig, ze probiotyki te nie wywierajq dziatania przeciwzapalnego i psy wyzdrowiaty w tym
samym czasie bez wzgledu na stosowana suplementacje [Sauter i in. 2006].

Bakterie z rodzaju Enterococcus spp. to Gram-dodatnie wzgle¢dnie beztlenowe ziar-
niaki z rodziny Enterococcaceae. Stanowia naturalng florg jelitowa u ludzi i zwierzat.
Enterococcus faecium SF68 jest specyficznym szczepem probiotycznym stosowanym
u psow i kotow. Z przeprowadzonych badan wynika, ze przy podazy szczenigtom szcze-
pionym przeciwko noséowce probiotykow zawierajacych Enterococcus faecium SF68,
w porownaniu z tymi, ktdrym nie podawano probiotykdéw, zanotowano wolniejszy spa-
dek przeciwciat poszczepiennych w surowicy [Benyacoub 2003]. W innym z badan po-
dawano psom szczep Enterococcus faecium EE3. Badanie wykazato pozytywny wplyw
tych bakterii na zdrowie psow, jednak nie wyjasniono mechanizmu dziatania [Marcina-
‘kova’ i1in. 2006].

Oceniajac wplyw réznych szczepdw probiotycznych na przyczepno$¢ wybranych pa-
togenow do §luzoéwki jelita psoéw, stwierdzono, ze E. faecium powodowat znaczny wzrost
adhezji Campylobacter jejuni. By¢ moze wigc enterokoki moga ulatwia¢ kolonizacjg
bakterii patogennych, ale nie zostato to doktadnie wyjasnione [Rinkinen i in. 2003].

FHV-1 stanowi najczestsza przyczyng wirusowych choréb gornych drég oddecho-
wych kotow. Chociaz nie muszg one prowadzi¢ do $mierci, to jednak powoduja niekiedy
ciezkie zaburzenia oddechowe, uciazliwe zarowno dla kota, jak i dla wlasciciela. Kot
zakazony FHV-1 z reguty cierpi na zapalenie blony $luzowej nosa i spojowek, a czasem
takze na owrzodzenie rogéwki. W badaniach pilotazowych zastosowano probiotyk ze
szczepem Enterococcus faecium SF68, ktory podawano grupie kotow z objawami FHV-1
i drugiej grupie, u ktdrej zastosowano placebo. Koty byly nastgpnie monitorowane pod
katem objawdéw klinicznych oraz swoistej i komdrkowej odpowiedzi immunologiczne;.
Badania wykazaly, ze podawanie probiotykow zmniejszylo zachorowalno$¢ zwiazang
z przewlekla infekcja FHV-1 u niektorych kotéw [Lappin i in. 2009].
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Bakterie z rodzaju Bifidobacterium spp. (Gram-dodatnie, beztlenowe) stanowia
rdzenna mikroflor¢ przewodu pokarmowego i jako jedne z pierwszych zasiedlaja jatowy
przewod pokarmowy noworodka. W okresie karmienia mlekiem stanowia dominujaca
mikroflor¢ w jelicie grubym. Ich dzialanie polega przede wszystkim na zapobieganiu
kolonizacji bakterii patogennych, jak E. coli, Clostridium, Salmonella. Odbywa sig to po-
przez dotaczanie si¢ do $Sciany jelita oraz wypychanie patogendw, a takze konkurowanie
o sktadniki odzywcze. Bifidobakterie produkuja kwasy mlekowy i octowy, ktore obnizaja
pH w $wietle jelit i uniemozliwiaja rozwoj bakterii niepozadanych. Badania nad Bifido-
bacterium udowodnily, ze organizmy te zwigkszaja przyswajanie sktadnikow mineral-
nych takich jak zelazo, wapn, magnez i cynk. Stosowane sa np. w dysbiozie jelitowej po
antybiotykoterapii, wzmagaja tez perystaltyke jelit [Depta 2001, Myers 2007]. Jednak ich
wykorzystanie jako probiotyku u psow i kotow nie zostato w petni zbadane. Kelley i in.
[2009] i O’Mahony i in.[2009] zastosowali w badaniach szczep Bifidobacterium animalis
AHCT7, ktéry wyizolowano z btony $luzowe;j jelit psow. Probiotyk ten przyspieszat zdro-
wienie w przypadku ostrej biegunki. Ponadto, kolonizujac btong sluzowa, powodowat
szybsza eliminacj¢ Salmonella typhimurium u myszy.

Z dostepnej literatury wynika, ze podstawowa wada stosowania probiotykow jest nie-
zdolno$¢ ich utrzymania si¢ w przewodzie pokarmowym psow. Prawdopodobnie wynika
to z faktu, ze wigkszo$¢ bakterii probiotycznych wyizolowano z katu zwierzat, a tylko
niewielka czg$¢ stanowila mikroflora pobrana bezposrednio z btony §luzowej psich i ko-
cich jelit. By¢ moze bakterie przylegajace do btony sluzowej jelit maja wigksza zdolnos¢
do utrzymania si¢ w przewodzie pokarmowym i stanowia wowczas efektywniejsza barie-
re¢ dla patogenéw [O’Mahony i in. 2009].

Badania nad zastosowaniem probiotykéw u kotéw sa dopiero w fazie wstgpnej,
a opracowanie wiarygodnych wynikéw wymaga jeszcze wielu badan.

SZCZEPY DROZDZY JAKO PROBIOTYKI

Drozdze sa organizmami tlenowymi, ale powszechnie wykorzystuje si¢ ich zdolno$¢
do wzrostu w warunkach beztlenowych. Zmuszone sg wowczas, poprzez zmiany w me-
tabolizmie, do przeprowadzania fermentacji etanolowe;.

Drozdze wykorzystuje si¢ jako bogate zrédto witamin z grupy B, niektorych biopier-
wiastkoéw, enzymow, a przede wszystkim dobrze trawionego biatka. Badania przeprowa-
dzone na zwierzgtach gospodarskich (przezuwacze, $winie, drob) potwierdzity korzystny
wptyw drozdzy na flor¢ przewodu pokarmowego, a takze stymulacj¢ wzrostu i rozwo-
ju miodych zwierzat oraz ich zdrowotnos$¢ i produkcyjno$¢ [Erasmus i in. 2005, Linge
2005].

Jak do tej pory istnieje niewiele doswiadczen oceniajacych skutecznos¢ wptywu droz-
dzy lub ich produktéw na zdrowie psow. A takie eksperymenty w ogoéle nie byty prowa-
dzone na kotach.

Na podstawie ograniczonych badan wnioskowa¢ mozna, ze wiaczenie produktow
drozdzowych do karmy dla zwierzat towarzyszacych moze wywiera¢ korzystny wpltyw
na utrzymanie homeostazy przewodu pokarmowego. Wymaga to jednak dalszych badan
[Vickers i in. 2001, Swanson i in. 2010].
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PODSUMOWANIE

Liczne badania dostarczaja dowodow na skuteczno$¢ stosowania probiotykow u lu-
dzi. Natomiast u zwierzat, szczegdlnie tych towarzyszacych, jest ich ciagle zbyt mato.

Niewiele jeszcze wiemy o mikroflorze przewodu pokarmowego psow i kotow. Do
tej pory izolowano bakterie z kalu zwierzat, co okazuje si¢ niewystarczajace. Istnieje tez
potrzeba zastosowania badan molekularnych w celu identyfikacji bakterii.

Z danych literaturowych wynika, ze brak jest wystarczajacych badan oceniajacych
wplyw probiotykéw na zdrowie pséw i kotéw. Ze wzgledu na odmienno$¢ mikrobiolo-
giczna nie mozna bezposrednio przenosi¢ badan prowadzonych na ludziach na zwierzgta
nam towarzyszace.

Niezbedne sa dalsze badania naukowe w celu jak najlepszego poznania dziatania
mikroflory przewodu pokarmowego zwierzat i wyselekcjonowania nowych szczepow
o cechach probiotycznych o potwierdzonej skutecznosci dziatania oraz pozbawionych
dziatan niepozadanych.
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PROBIOTICS IN PETS

Abstract. The functioning of the digestive system and its condition are extremely impor-
tant for overall health of pets. Stimulates intestinal ecosystem undisturbed animal’s immune
system, protects dogs and cats against pathogens and provide adequate nutrients. Proper
nutrition is therefore one of the prerequisites for proper homeostasis of the organism. Too
broad use of antibiotics and their side effects resulted in large interest in using probiotics
for prophylactic and therapeutic. Supplementing rations with appropriate species of bac-
teria with probiotic properties certified, allows you to maintain homeostasis in the gastro-
intestinal tract of the animal, increasing tolerance to adverse environmental stimuli, helps
digestion and increases the digestibility of feed ingredients, and for the use of antibiotics for
treatment accelerates the recovery period.
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VARIATION IN THE BRANCHES
OF AORTIC ARCH IN WILD RABBIT
(ORYCTOLAGUS CUNICULUS L. 1758)

Wilodzimierz Nowicki, Witold Brudnicki, Benedykt Skoczylas,
Ryszard Jabtonski, Jan Wach

Uniwersytet Przyrodniczo-Technologiczny w Bydgoszczy

Abstract. The research involved 34 individuals of wild rabbit (Oryctolagus cuniculus L.
1758): 22 males and 12 females. From the aortic arch there descended two or three ves-
sels. In 64.7% cases these were: the brachiocephalic artery and left subclavian artery and
in 35.3% cases the aortic arch gave rise to the brachiocephalic artery, left common carotid
artery and left subclavian artery. There were observed cases (11.1%) of the descent from
the trunk for right common carotid artery and the right subclavian artery, thyroid cranial
artery.

Key words: aortic arch, wild rabbit

INTRODUCTION

One of the oldest reports on the morphological description of the aortic arch in ani-
mals, and more precisely in rabbit, is the paper by Smith [1891]. The most interesting
papers on the aortic arch in Leporidae, besides the report by Smith, include Ding et al.
[2006] of vascular variations in rabbit, Dabanoglu [2000] on the aorta in New Zealand
rabbit and Brudnicki et al. [2007] on brown hare.

The applicable literature seems to offer a number of reports on the variation in the
aortic arch in Carnivora such as: dog [Marthen 1940], cat [Smollich and Berg 1959],
american mink [Wiland 1974], racoon dog [Jablonski et al. 1987], red fox [Wiland et al.
1996, Nowicki 2003, Nowicki et al. 2003] and polar fox [Knasiecka 1970].

Similarly a detailed coverage on the aortic arch is found in different representatives of
rodents [Sinzinger and Hohenecker 1972, Jablonski 1980, Knasiecka 1984].

Despite such abundant applicable literature, there seems to be no description of the
morphological and morphometrical variation in the branches of the aortic arch region in
wild rabbit (Oryctolagus cuniculus L. 1758). Bearing that in mind, the present authors
have launched research of that vascular region.
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MATERIAL AND METHOD

The research of the aortic arch involved 34 individuals (22 males and 12 females) of
wild rabbit.

With the use of syringe, through the left heart ventricle the animals were injected with
synthetic latex (LBS — 3060) dyed with black pigment. Prior to fixation, there was de-
termined the total body length from the tip of the nose to the epiphysis of the tail and the
trunk length — from the squamous part of the occipital bone to the epiphysis of the tail.

The material was fixed in 5% formalin solution for 3 months. Then there were pre-
pared the aortic arch with its branches, and finally the vessels were described and photo-
graphed.

The following measurements were taken: the diameter of the ascending aorta, dia-
meter of the brachiocephalic artery, the diameter of the left common carotid artery, the
diameter of the right common carotid artery, the diameter of the left vertebral artery, the
diameter of the right vertebral artery, the diameter of the left subclavian artery, the dia-
meter of the right subclavian artery, the length of the brachiocephalic artery and the left
subclavian artery to the first branch.

The measurements were made with the four-function digital calliper MAU-E 3F.

RESULTS

The first branch of the aortic arch in wild rabbit was the brachiocephalic artery
(a. brachiocephalica); it was a large vessel running askew to the right and cephalically
and ventrally from the trachea (Phot. 1).

The second vessel was the left subclavian artery (a. subclavia sinistra) supplying
blood to the adequate half of the neck, thoracic limb and partially the thorax. The right
subclavian artery (a. subclavia dextra) descended from the brachiocephalic artery after an
earlier descent of the right and left common carotid arteries (a. carotis communis sinistra
et dextra).

Each of the subclavian arteries made an arch towards the front and then it went around
the front margin of the first rib, changing into the axillary artery (a. axillaris) and went
posterior-inferior towards the lower section of the thoracic limb.

From the right and left subclavian arteries there descended internal thoracic and verte-
bral arteries, as well as costocervical trunks and superficial cervical arteries.

The internal thoracic artery (a. thoracica interna) went backwards on the upper sur-
face of the sternum and costal cartilages.

Whereas the vertebral artery (a. vertebralis) descended from the dorsal surface of the
subclavian artery and went laterally from the trachea and descended into the transverse
foramen of the sixth cervical vertebra.

The costocervical trunk (trancus costocervicalis) ascended from the subclavian artery
and continued dorsally to the first intercostals space where it undergoes further bifurca-
tion.

The superficial cervical artery (a. cervicalis superficialis) went to the shoulder-cervi-
cal region where it got divided into small vessels.
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Fig.1. Arteries of the aortic arch- (A) in wild rabbit: brachiocephalic artery — 1, left subclavian
artery — 2, right subclavian artery — 2°, left common carotid artery — 3, right common
carotid artery — 3’, left internal thoracic artery — 4, right internal thoracic artery — 4°, left
costocervical trunk — 5, right costocervical trunk — 5°, left vertebral artery — 6, right ver-
tebral artery — 6°, left superficial cervical artery — 7, right superficial cervical artery — 7°,
ascending aorta — a.w.

Fot. 1. Naczynia odchodzace od tuku aorty — (A) u krélika dzikiego: t. ramienno-glowowa — 1, t.
podobojczykowa lewa — 2, t. podobojczykowa prawa — 2°, t. szyjna wspolna lewa — 3, t.
szyjna wspolna prawa — 3°, t. piersiowa wewngtrzna lew — 4, t. piersiowa wewngtrzna pra-
wa — 4’, pien zebrowo — szyjny lewy — 5, p. zebrowo-szyjny prawy — 5°, t. krggowa lewa
— 0, t. krggowa prawa — 6’, t. szyjna powierzchowna lewa — 7, t. szyjna powierzchowna
prawa — 7°, t. wstgpujaca — a.w.

The material was used to research different descent patterns of the aortic arch bran-
ches. First brachiocephalic artery descended, followed by the left subclavian artery. Such
an artery descent pattern was found in 22 individuals (64.7 % of the population investi-
gated) (Phot. 2).

However in the other 12 individuals (35.3 % of the population researched) three ves-
sels descend directly from the aortic arch: the brachicephalic artery, next to me — the left
common carotid artery, and then the left subclavian artery (Phot. 3).

There could be differentiated two common carotid arteries descent patterns. In 22
cases the brachiocephalic artery divided into the left common carotid artery and common
trunk for the right common carotid artery and the right subclavian artery.

In the other part of the individuals researched (12 cases = 35.3%), the left common ca-
rotid artery descends directly from the aortic arch (namely, between the brachiocephalic
artery and the left subclavian artery) (Phot. 3).

In four preparations from the trunk for the right common carotid artery and the right
subclavian artery there descended the thyroid cranial artery (Phot. 4).
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Phot. 2. Descent of two vessels from the aortic arch (A). Brachiocephalic artery —1, left subclavian

Fot. 2.

artery — 2, right subclavian artery — 2°, left common carotid artery — 3, right common caro-
tid artery — 3’

Odejscie dwoch naczyn od tuku aorty (A): tetnica ramienno-glowowa — 1, t. podoboj-
czykowa lewa — 2, t. podobojczykowa prawa — 2°, t. szyjna wspolna lewa — 3, t. szyjna
wspolna prawa — 3’

Phot. 3. Descent of three vessels from the aortic arch (A). Brachiocephalic artery — 1, left subcla-

Fot. 3.

vian artery — 2, right subclavian artery — 2°, left common carotid artery — 3, right common
carotid artery — 3°, t. left internal thoracic artery — 4, left costocervical trunk — 5, t. left
vertebral artery — 6, left superficial cervical artery — 7

Odejscie trzech naczyn od tuku aorty (A): tgtnica ramienno-gtowowa — 1, t. podobojczyko-
wa lewa — 2, t. podobojczykowa prawa — 2°, t. szyjna wspolna lewa — 3, t. szyjna wspdlna
prawa — 3, t. piersiowa wewngtrzna lewa — 4, pien zebrowo-szyjny lewy — 5, t. krggowa
lewa — 6, t. szyjna powierzchowna lewa — 7
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Phot. 4. Case of descent from the trunk — P1 of the right common carotid artery — 3’ and the right
subclavian artery — 2’ thyroid cranial artery — T. Brachiocephalic artery — 1, left subclavian
artery — 2, right subclavian artery — 2°, left common carotid artery — 3, left internal thoracic
artery — 4, left costocervical trunk — 5

Fot. 4. Przypadek odejscie od pnia — P1 tgtnicy szyjnej wspolnej prawej — 3, t. podobojczykowej
prawej — 2’ i t. tarczycowej — T. T¢tnica ramienno-glowowa — 1, t. podobojczykowa lewa
— 2, t. szyjna wspdlna lewa — 3, t. piersiowa wewngtrzna lewa — 4, pien zebrowo-szyjny

lewy — 5

Both the right and left subclavian arteries gave rise to, in all the cases at the same
length, the following branches: the internal thoracic artery and the costocervical trunk
from the abdominal surface, the vertebral artery from the lateral surface and the superfi-
cial cervical artery from the dorsal surface.

The morphometrical research involved 34 individuals (12 females and 22 males). The
body length ranged from 43 to 50 cm, while the trunk length from 31 to 39 cm. (Tab. 1).

The diameter of the ascending aorta ranged from 3.62 to 6.20 mm the population aver-
age was 5.15 mm.

The measurement of the diameter of the brachicephalic artery for the population re-
searched ranged from 1.91 to 4.20 mm. The average was 3.04 mm.

The research also covered the length of the brachiocephalic artery to its first branch.
The lengths, depending on the division of the vessel, ranged from 3.22 to 7.36 mm, and
the average value was 4.80 mm.

The measurements of the diameter of the right common carotid artery ranged from
1.21 to 2.89 mm and the left one — from 0.95 to 2.01. The vessel average was 1.91 mm for
the right vessel and 1.66 for the left vessel.

Another research object was the diameter of the right subclavian artery, with the high-
est recorded value being 2.15 mm, while the lowest — 1.32 mm. The diameter for the
entire population investigated was 1.80 mm.
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Table 1. Body length and trunk length in wild rabbit
Tabela 1. Dlugos¢ ciata i dlugo$¢ tutowia u badanych dzikich krélikow

Body length Trunk length
Group N Dlugos¢ ciata Dlugos¢ tutowia
Grupa _ Interval _ Interval
X Zakres X Zakres
aQ 34 46.76 43.00-50.00 34.97 31.00-39.00
3 22 47.05 44.50-50.00 35.41 33.00-39.00
Q 12 46.25 43.00-49.00 34.17 31.00-36.50

The second artery most frequently descending from the aortic arch was the left sub-
clavian artery. Its diameter ranged from 0.54 to 2.32 mm and the average value of that
measurement was 1.74 mm.

There were made measurements of the vertebral arteries which descended from the
subclavian arteries. Their mean value was on the right — 0.84 mm and n the left — 0.93
mm, respectively.

The analysis of the measurements of metrical characteristics of the aortic arch branch-
es in wild rabbit, considering the sex of the individuals investigated, showed that for all
the measurements, the difference was significant (Tab. 2).

The present results facilitated the calculation of coefficients of correlation for all the
individuals. The correlation matrices are given in Table 3.

From the correlation between the characters researched it was possible to differentiate
three cases of very high correlation, and six cases of high correlation. There were found
nine cases of average correlation, eighteen — poor correlation and nine cases of inconsi-
derable correlation (Tab. 3).

Table 2. Parameters of aortic arch branches in wild rabbit
Tabela 2. Parametry tuku aorty u dzikiego krolika

Character Interval
Badana cecha n Zakres [mm)] X S Vi %
1 2 3 4 5 6 7 8
Diameter of ascending aorta 3 22 3.62-6.12 5.01 0.78 15.57 0.292*
Srednica aorty wstepujacej Q 12 4.22-6.20 542 0.69 13.16
49 36 3.62-6.20 5.15 0.75 14.56
D. of brachiocephalic artery 3 22 1.91-4.20 3.01 0.68 22.59 0.823*
. t. ramienno-glowowej o 12 2.184.02 310 078 25.16
49 36 1.91-4.20 3.04 0.69 22.69
Length of brachiocephalic artery 3 22 3.22-7.36 4.74 1.44 30.38 0.816%*
Dlugo$¢ t. ramienno-glowowej Q12 3.33-6.13 491 136 27.70
49 36 3.22-7.36 4.80 1.37 28.54
D. of left common carotid artery 3 22 0.95-1.99 1.59 0.31 19.50 0.163*
S. t. szyjnej wspolnej lewej Q 12 1.50-2.01 1.80 021 11.66
49 36 0.95-2.01 1.66 0.29 17.47
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Table 2 cont.

Tabela 2 cd.
1 2 3 4 5 6 7 8

D. of right common carotid artery & 22 1.21-2.89 1.92 0.47 24.48 0.967*
S. t. szyjnej wspolnej prawej Q12 1.42-2.19 191 028 14.66
39 36 1.21-2.89 191 040 2094

D. of right subclavian artery IS 22 1.32-2.15 1.79 0.23 12.85 0.718%*
S. t. podobojczykowej prawej Q 12 1.64-2.04 1.83  0.19 10.38
392 36 1.32-2.15 1.80 021 11.66

D. of right vertebral artery Jd 22 0.68-1.05 0.88 0.2  13.64  0.432%
S. t. kregowej prawej Q12 0.42-1.14 078 029  37.18
39 36 0.42-1.14 0.84 019 2261

D. of left subclavian artery I 22 0.54-2.22 1.69 0.45 26.63 0.481*
S. t. podobojczykowej lewej Q12 1.34-2.32 1.84 035 19.02
39 36 0.54-2.32 174 041  23.56

Length left subclavian artery g 22 0.95-3.89 2.46 0.94 38.21 0.369*
S. t. podobojezykowej lewej o 12 2.06-3.55 286 0.63 2203
a9 36 0.95-3.89 260 085 3270

Diameter of left vertebral artery ) 22 0.10-1.55 0.92 0.36 39.13 0.814*
S. t. kregowej lewej Q12 0.77-1.05 095  0.13 13.86
49 36 0.10-1.55 093 029 3118

* Levels of significance for — poziom istotnosci dla: p — 0.05

Table 3. Correlation matrix of the characters of the aortic arch in wild rabbit

Tabela 3. Macierz korelacji cech tuku aorty u dzikiego krolika

SAW| STRG | DTRG | STSWL | STSWP
SAW
STRG
DTRG
STSWL Inconsiderable non-correlated
STSWP Nikta, nieskorelowana
STPP Poor — Staba 0.1>0.3
STKP Average — Przecigtna 0.3>0.5
STPL High — Wysoka 0.5>0.7
DTPL | Very high — Bardzo wysoka 0.7>0.9
STKP |

Diameter of ascending aorta — §rednica aorty wstepujacej — SAW; d. of brachiocephalic artery — §. tetnicy ra-
mienno-glowowej — STRG; length of brachiocephalic artery — dtugosé tetnicy ramienno-gtowowej — DTRG;
d. of left common carotid artery — §. t. szyjnej wspolnej lewej — STSWL; d. of right common carotid artery —
§. t. szyjnej wspolnej prawej — STSWP; d. of right subclavian artery — §. t. podobojczykowej prawej — STPP;
d. of right vertebral artery — §. t. kregowej prawej — STKP; d. of left subclavian artery — §. T. podobojczykowej
lewej — STPL; 1. of, left subclavian artery — d. t. podobojczykowej lewej — DTPL; d. of left vertebral artery —
§. t. kregowej lewej — STKL
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DISCUSSION

In domestic rabbit [Smith 1891] and brown hare [Brudnicki et al. 2007], directly from
the aortic arch there descended two vessels: the brachiocephalic artery the left and sub-
clavian artery. In the material researched such a pattern of descent of the arteries from
the aortic arch, occurred only in 64.7% of cases. The observations of the variation in the
aortic arch in brown hare [Smith 1891] show that it is the only pattern of descent of the
branches of that section of the aorta.

A similar artery descent pattern was found in different dog breeds [Marthen 1940],
in different fox subspecies [Knasiecka 1970] and in American mink [Wiland 1974]. Two
vessels descending from the aortic arch were also found in guinea pig [Jabtonski 1980],
and in coypu [Knasiecka 1984].

In 35.3% cases the research identified that directly from the aortic arch there descen-
ded three vessels: the brachiocephalic artery, the left common carotid artery and the left
subclavian artery. Such a type occurred in rat in 90% [Sinzinger and Hohenecker 1972].

The division of the brachiocephalic artery into the left common carotid artery and the
common trunk for the right common carotid artery and the right artery in the material
researched was observed in 64.7% of cases. Such a division was described by Knasiecka
[1970] in arctic fox in 55.12% of the population, in racoon dog Jabtonski et al. [1987] in
65.4%, and in mink — by Wiland [1974] in 92.5% of the population researched.

Of the 22 individuals four cases (11.11%) were an exception: from the brachiocepha-
lic artery there descended the left common carotid artery, the thyroid cranial artery and
the common trunk for the right common carotid artery and the right subclavian artery.
The research into the aortic arch in mink Wiland [1974] observed such cases in 2.5%
individuals.

Subclavian arteries bifurcated as follows: the costocervical trunk, the internal tho-
racic artery and the vertebral artery, while the superficial cervical artery was closing the
branches of the subclavian artery. The left subclavian artery bifurcated the same way as
the right subclavian artery.

Such a pattern of branches was described in hare by Brudnicki et al. [2007], in dif-
ferent types of red fox Knasiecka [1970], Wiland et al. [1996], Nowicki et al. [2003].

The analysis of correlation between the characters researched shows that very high
correlation occurred in three cases: between the diameter of the ascending aorta and the
diameter of the left common carotid artery and the diameter of the left subclavian artery,
the diameter of the brachiocephalic artery and the length of the brachiocephalic artery.

The variation in the aortic arch arteries demonstrates some finite definable interval.
The interval within the population of a single species cannot exceed the variation reached
as a result of the philogenetic development.

The research into the branches of the aortic arch aims at developing the knowledge on
the arterial pattern and its variation which can also have a pathological origin.
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CONCLUSIONS

1. There were identified differences in the morphological structure. From the aortic
arch there descended two (64.7%) or three (35.3%) vessels.

2. The left common carotid artery descended independently from the brachiocephalic
artery or directly from the aortic arch.

3. It was observed that from the trunk of the right common carotid artery and the right
subclavian artery there descended the thyroid artery.

4. There was demonstrated very high correlation in the four cases analysed.
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ZMIENNOSC ODGALEZIEN LUKU AORTY
U DZIKIEGO KROLIKA (ORYCTOLAGUS CUNICULUS L. 1758)

Streszczenie. Badania przeprowadzono na 34 osobnikach dzikiego krolika (Oryctolagus
cuniculus L. 1758), byly to 22 samce i 12 samic. Od tuku aorty odchodzity dwa lub trzy
naczynia. W 64,7% przypadkow odchodzita tgtnica ramienno-glowowa i tgtnica podoboj-
czykowa lewa, a 35,3% od tuku aorty odchodzita tgtnica ramienno-glowowa, tgtnica szyjna
wspolna lewa i tgtnica podobojczykowa lewa. Zaobserwowano przypadki (11,1%) odejscia
od pnia tetnicy szyjnej wspolnej prawej i tetnicy podobojczykowej prawej, tetnicy tarczo-
wej doglowowe;.

Stowa kluczowe: tuk aorty, dziki krolik
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