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Effect of an iodophor-silicate disinfecting and cleaning agent on liver function tests,
the structure of the small intestine, and bone parameters in a rat model study

Summary

The aim of the study was to assess the risk of using an iodophor disinfecting and cleaning agent based on
clinoptilolite intended for dry disinfection in the presence of non-ruminants. In a rat model study, a suspension
containing 103.3 mg/kg b. w. of the disinfectant (a dose of 0.1 of LD50) was administrated per os for a period
of 21 days. Its toxicity was assessed on the basis of liver function tests. The effects of the disinfectant on the
histological parameters of the duodenum and jejunum and on the properties of long bones were determined.
Although the agent showed no toxicity, at the end of the experiment the experimental animals had lower body
weights than the control group animals (P <0.01). The disinfectant exerted an adverse effect on the histological
parameters of the jejunum, reducing the length of the intestinal villi (P < 0.01) and the absorption area (P <0.05)
and increasing the crypt depth (P < 0.05). On the other hand, the presence of clinoptilolite positively influenced
the parameters of long bones, increasing their mass (P < 0.001), length (P < 0.001), density (P < 0.01), and ash
content (P <0.01). In the bone metaphysis and epiphysis root, a significant increase was found in the trabecular
bone volume (P < 0.001) and the trabecular number (P < 0.05). Bone fracture strength was also increased
(P<0.05) in the experimental animals. The results obtained show that iodophores and clinoptilolite can be used
in veterinary practice as components of low-toxic disinfecting and absorbing agents. However, the reduced
body mass of the experimental animals suggests the need for further comprehensive tests aimed at determining
the amount of the iodophor disinfecting and cleaning agent that does not impair performance parameters.
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Intensywny chow zwierzat wymaga przestrzegania
rygorow sanitarnych dotyczacych warunkéw utrzyma-
nia zwierzat. Jednym z waznych elementow stuzacych
realizacji tego zadania sg procesy dezynfekcji, ktore
stuzg eliminacji mikroorganizméw w pomieszczeniach
inwentarskich, a tym samym sg dziataniem ochronnym
w zakresie zdrowia zwierzat. Warunkiem stosowania
srodkow dezynfekcyjnych jest brak szkodliwego ich
oddziatywania na zwierzgta. Istnieja dwa systemy

stosowania dezynfektantow. Pierwszy dotyczy sytuacji
kryzysowych, np. likwidacji chorego stada i ma na celu
szybkie i1 skuteczne oczyszczenie miejsca przebywania
chorych zwierzat. Ze wzgledu na nieobecnos¢ zwie-
rzat srodki dezynfekcyjne moga by¢ wtedy stosowane
w duzych ilosciach 1 wysokich stezeniach, a po ich
uzyciu wyznaczany jest jeszcze okres karencji. Drugi
system dotyczy prewencyjnego uzywania dezynfek-
tantow w codziennej praktyce hodowlanej i ma na
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celu uniemozliwienie powstania tzw. biofilmu (4, 24).
Dezynfekcji powinny podlega¢ m.in. powierzchnie
pomieszczen, réwniez w przypadku, gdy w pomiesz-
czeniu przebywaja zwierzeta. W zaleznosci od rodzaju
podloza, mozna stosowac $rodki dezynfekujace ptyn-
ne lub suche. Niezaleznie od postaci uzytego srodka
moze dochodzi¢ do przypadkow jego spozywania
przez zwierzeta, dlatego oprocz okreslenia spektrum
aktywnosci srodka dezynfekujacego mozliwos¢ jego
zastosowania wymaga uwzglednienia jego wptywu na
zdrowie narazonych na jego dziatanie zwierzat i ludzi
(5). Preparaty zawierajace jodofory, czyli zwigzki kom-
pleksowe jodu z substancjami powierzchniowo czyn-
nymi, wykazuja szybkie i skuteczne dzialanie przeciw
wielu wirusom i bakteriom, jednak w celu skutecznego
dziatania przeciwgrzybiczego oraz unieczynniajacego
przetrwalniki wymagaja dtuzszego kontaktu z odka-
zanymi powierzchniami (4). Generalnie preparaty te
charakteryzuja si¢ niskg toksyczno$cig w stosunku
do zwierzat, nie prowadza do podraznien skory, bton
Sluzowych i oczu (16) ani zmian w narzadach uktadu
odporno$ciowego (39). Nowoczesne preparaty de-
zynfekcyjne, zwlaszcza stosowane na powierzchnie
1 przy pelnej obsadzie zwierzat, oprocz wlasciwosci
dezynfekcyjnych posiadaja rowniez dziatanie myjace
lub absorbujace. Powszechnie stosowanymi absorben-
tami w produkcji zwierzat sg krzemiany (wollastonit,
montmorylonit, klinoptylolit) lub zawierajace je glinki
(bentonit, kaolin). Charakteryzuja si¢ nie tylko duzymi
zdolno$ciami sorpcyjnymi wzgledem metali cigzkich
(12), ale dzigki wtasciwosciom dezodoryzujacym sg
rowniez wykorzystywane w celu hamowania uwalnia-
nia amoniaku i innych gazéw (2, 8). Stosowane jako
dodatki paszowe, m.in. jako zrodta mineraléw (3) lub
sorbenty neutralizujace dziatanie mikotoksyn (18, 23,
30), moga wptywac na rozwoj kosci (7, 11, 30). Bez
wzgledu na uzyte dodatki 1 posta¢ preparatu wazne
jest, aby jego obecnos$¢ nie wptywata negatywnie na
dobrostan zwierzat, np. poprzez powodowanie podraz-
nien lub zmniejszenie apetytu.

Celem badan bylto okreslenie oddzialywania jo-
doforowo-krzemianowgo preparatu dezynfekcyjno-
-absorbujacego na zwierz¢ta monogastryczne z wy-
korzystaniem modelu zwierzgcego (szczura). Ocene
bezpieczenstwa stosowania preparatu przeprowadzono
na podstawie wynikow prob watrobowych oraz oceny
zmian parametrow histomorfometrycznych struktur
jelita cienkiego. Okreslono réwniez wplyw obecnych
w preparacie krzemianéw na struktur¢ i parametry
mechaniczne kosci.

Materiatl i metody

Badania przeprowadzono w Panstwowym Naukowo-
-Badawczym Instytucie Preparatow Weterynaryjnych
i Dodatkow Paszowych we Lwowie (Ukraina). Na prze-
prowadzanie doswiadczania, ktérego przebieg byt zgod-
ny z dyrektywa 2010/63/UE Parlamentu Europejskiego
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i Rady w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celow naukowych, uzyskano zgode Lokalnej Komisji
Etycznej (3475-Admin/08 z dn. 29.08.2017 r.). Do badan
wykorzystano $rodek dezynfekcyjny w postaci proszku
(mieszanina 3: 1 klinoptylolitu i krzemianu sodu) zawiera-
jacy w swoim sktadzie jodoform (0,20%) oraz substancje
pomocnicze (sole miedzi, cynku i zelaza oraz kompleks
srodkow powierzchniowo czynnych i regulatorow pH).
Doswiadczenie gtdéwne poprzedzono badaniami toksykolo-
gicznymi, podczas ktorych ustalono dawke LD, badanego
srodka dezynfekujgcego dla szczura (LD, = 1033 mg/kg
masy ciata) (16), co zgodnie z klasyfikacjg chemikaliow ze
wzgledu na stopien zagrozenia substancjami chemicznymi
kwalifikuje go do IV klasy toksycznos$ci (niska toksycznose
substancji) (26). Badaniami obj¢to 12 osobnikow meskich
szczurow szczepu Wistar w wieku 18 miesiecy. Zwierzeta
o poczatkowej masie ciata 190 + 10 g podzielono losowo
na dwie grupy: kontrolng (K, n = 6), w ktorej nie stosowa-
no $rodka dezynfekujacego oraz grupe doswiadczalng (D,
n=6), w ktorej szczury otrzymywaly 0,1 dawki LD, $rodka
dezynfekcyjnego, zgodnie z wymogami przeprowadzania
przedklinicznych testow $rodkow i preparatow weteryna-
ryjnych (15). Przez caly okres doswiadczenia szczury z obu
grup utrzymywane byty pojedynczo w odrebnych klatkach
w warunkach standardowych (temp. 22 + 2°C, wilgotnos¢
ok. 55%, cykl dobowy 12/12 godz.). Zwierzeta byty karmio-
ne standardowym granulatem przeznaczonym dla dorostych
szczuréw i mialy nieograniczony dostep do wody. Srodek
dezynfekujacy przyrzadzano w postaci zawiesiny w 0,5 ml
1,5% roztworu skrobi i podawano per os 1 raz dziennie
w dawce 103,3 mg/kg m.c., podczas gdy zwierzeta z gru-
py kontrolnej otrzymywaty per os rownowazna ilos¢ 1,5%
roztworu skrobi. Zawiesing przygotowywano codziennie
na podstawie wyznaczanych co 7 dni masy ciala szczurow.

Doswiadczanie trwato 21 dni. Po tym okresie zwierzeta
z obu grup pozbawiono przytomnosci w atmosferze CO,,
anastepnie usmiercono przez dekapitacj¢. W celu okreslenia
toksyczno$ci preparatu wykonano testy czynnosciowe wa-
troby (préby watrobowe), oznaczajac w osoczu aktywnos¢
aminotransferazy alaninowej (ALT), aminotransferazy aspa-
raginianowej (AspAT) oraz fosfatazy alkalicznej (ALP).
Kosci udowe wyizolowano bezposrednio po usmierceniu
zwierzat. Parametry osteometryczne kosci okreslono na
podstawie pomiaré6w masy, dtugosci oraz parametréw
geometrycznych trzonu: pola przekroju poprzecznego
i wskaznika korowo-trzonowego (32). Fragmenty dalszej
cze$¢ kosci udowej utrwalono w formalinie, odwapniono
w roztworze EDTA, a na koniec zatopiono w bloczkach
parafinowych. Przygotowane preparaty histologiczne wy-
barwiono metoda trojchromowa wedlug Massona-Goldnera
w celu oceny mikroarchitektury kosci beleczkowej (29).
Analize¢ histomorfometryczng wykonano na podstawie
zarejestrowanych obrazoéw mikroskopowych przy uzyciu
programu do analizy graficznej obrazow ImagelJ (National
Institute of Health, USA). Okreslono rzeczywistg objetosé
kosci beleczkowej (BV/TV), grubos¢ beleczki kostnej
(Tb.Th) oraz liczbe beleczek (Tb.N) w nasadzie i przy-
nasadzie (28). Ocen¢ wytrzymatosci mechanicznej kosci
przeprowadzono za pomoca tréjpunktowego testu zginania
na uniwersalnej maszynie wytrzymatosciowej (Zwick-Roell
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GmbH & Co., Niemcy). Na podstawie zarejestrowanych
krzywych sita-wychylenie oraz zmierzonych parametrow
osteometrycznych okreslono krancowe wartosci sity, na-
prezenia 1 odksztatcenia sprezystego oraz warto$ci sity
famigcej i odpowiadajacych jej krancowemu napre¢zeniu
i odksztalceniu kosci (20). Stopienn mineralizacji ko$ci
okreslono na podstawie densytometrycznych pomiaréw
gestosci mineralnej kosci (BMD) metoda absorpcjome-
trii podwojnej energii promieniowania rentgenowskiego
(Hologic, USA) oraz poprzez okreslenie zawarto$ci popiotu
po zmineralizowaniu ko$ci w piecu muflowym w tempe-
raturze 650°C. Z pobranych bezposrednio po uSmierceniu
szczurow, utrwalonych w formalinie i zatopionych w pa-
rafinie wycinkow dwunastnicy 1 jelita czczego wykonano
preparaty histologiczne. Preparaty barwiono metoda troj-
chromowg wedtug Massona-Goldnera w celu identyfikacji
ianalizy planimetrycznej kosmkow i gruczotow jelitowych
(14). Oceng histomorfometryczng wykonano na podstawie
zarejestrowanych obrazow mikroskopowych. Uzyskane
zdjecia analizowano za pomocg programu ImagelJ. Zmie-
rzono wymiary kosmkow i gruczotow (krypt) jelitowych
(odpowiednio: wysokos$¢ lub gleboko$¢ oraz szerokosc),
na podstawie ktorych okreslono powierzchni¢ wchtaniania
wedhlug metody opisanej przez Kisielinskiego i wsp. (13).
Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy
zastosowaniu testu t-Studenta, wyliczajac $rednie i od-
chylenia standardowe (X £ s). Jako poziom statystycznej
istotno$ci przyjeto wartos¢ P < 0,05. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu programu Statistica 13.0.

Wyniki i oméwienie
Po trzytygodniowym okresie podawania badanego
srodka dezynfekcyjno-absorbujacego stwierdzono
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statystycznie istotne r6Znice w masie ciata szczurow.
Szczury z grupy kontrolnej wykazywaiy wigkszg
masg¢ ciata (209,2 £ 3,2 g) w porOwnaniu ze szczurami
z grupy do$wiadczalnej (200,4 + 4,2 g, P < 0,01).
Roznica ta moze by¢ zwigzana z obserwowany-
mi zmianami w strukturach blony $§luzowej jelit.
Wykonane analizy histologiczne odcinkéw jelita cien-
kiego wykazaty u szczuréw z grupy doswiadczalne;j
istotne zmiany morfologiczne zaréwno w strukturze
btony §luzowej dwunastnicy (poszerzenie kosmkow
jelitowych), jak i jelita czczego (spadek dtugosci kosm-
kéw 1 powierzehni wehlaniania oraz wzrost glebokos$ci
gruczolow jelitowych) (ryc. 1). Do zmian struktury
btony $luzowej moze dochodzi¢ w nastegpstwie kontak-
tu blony §luzowej przewodu pokarmowego z toksyng
lub z czynnym s$rodkiem chemicznym (6), jednak ze
wzgledu na niskie stezenie jodoforu w preparacie
(0,2%) obserwowane zmiany byly raczej nastgpstwem
obecnosci klinoptylolitu (75% masy preparatu), ktory —
tak jak wszystkie krzemiany — jest stabo rozpuszczalny
w wodzie i nie jest Wchiamany w przewodzie pokarmo-
wym. Przypuszcza si¢, ze moze on podrazniac blone
sluzowa jelita, jak ma to miejsce w uktadzie oddecho-
wym (1, 17). Powyzsze potwierdzaja doswiadczenia
przeprowadzone na kurczetach, w ktorym Wawrzyniak
1 wsp. (36) zaobserwowali skrocenie kosmkow jeli-
towych w poczatkowym fragmencie jelita czczego,
zmniejszenie ich grubosci w srodkowym i dystalnym
fragmencie oraz powigkszenie gltebokosci gruczolow
w dwunastnicy 1 wszystkich fragmentach jelita czczego
u ptakéw zywionych pasza zawierajaca klinoptylolit
w ilosci 2%.
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Ryec. 1. Parametry struktury histologicznej blony $luzowej dwunastnicy i jelita czczego szczurow
Objasnienia: K — grupa kontrolna; D — grupa doswiadczalna; réznice statystycznie istotnie: * P < 0,05, ** P < 0,01
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Ryc. 2. Wartos$ci wskaznikow préb watrobowych we krwi szczurow
Objasnienia: ALT — aminotransferaza alaninowa; AspAT — aminotransferaza asparaginianowa; ALP
— fosfataza alkaliczna; K — grupa kontrolna; D — grupa doswiadczalna; réznice statystycznie istotnie:
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okreslita toksycznosé
jodoforéw dla ludzi
1 drobiu na bardzo
niska przy narazeniu na ekspozycj¢ droga doustna,
skoérng 1 wziewna (34). Przyjmuje si¢, ze charaktery-
zujace si¢ niskg toksycznoscig jodofory i klinoptylolit
nie maja negatywnego wplywu na funkcjonowanie
watroby (25, 34). W przeprowadzonym do$wiadcze-
niu stwierdzono jedynie istotne obnizenie aktywnos$ci
aminotransferazy alaninowej w grupie do§wiadczalnej
(ryc. 2), co potwierdza bezpieczenstwo stosowania
badanego preparatu.

Zmiany w strukturze blony $luzowej jelit moga
prowadzi¢ do zmian szeregu proceséw metabolicz-
nych catego organizmu, w tym poprzez o$ jelitowo-
-kostna rowniez w tkance kostnej (31). Przyjmuje si¢
ponadto, ze klinoptylolit mimo iz nie jest wchtaniany
w przewodzie pokarmowym, uwalnia w jelitach jony
wapnia, zwiekszajac ich dostgpnos¢ biologiczng (19).
Pozytywny wptyw klinoptylolitu na dlugo$¢ i minera-
lizacje kosci stwierdzono u brojlerow (11). Natomiast

Ryec. 3. Parametry osteometryczne ko$ci udowej szczuréw
Objasnienia: BMD — gestos¢ mineralna kosci; K — grupa kontrolna; D — grupa doswiadczalna; roznice
statystycznie istotnie: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001

u niosek suplementowanych dodatkiem klinoptylolitu
przez okres 16 tygodni nie stwierdzono zmian w gg-
stosci, zawartosci popiotu czy wytrzymatosci mecha-
nicznej kosci, co zwigzane jest zapewne z odmiennie
przebiegajaca gospodarka wapniowg w organizmie
niosek 1 brojleréw (3).

W niniejszych badaniach stwierdzono, ze szczury
z grupy do$wiadczalnej pomimo nizszej masy ciata
posiadaty dtuzsze, ciezsze i bardziej zmineralizowane
kosci niz osobniki grupy kontrolnej (ryc. 3). Przelozyto
si¢ to na zwigkszenie wytrzymatosci ko$ci na ztamania
podczas zginania oraz zmniejszenie odksztatcenia,
jakiemu poddawana byla kos$¢ podczas odksztatcen
sprezystych (ryc. 4), co wskazuje na wzrost jej sztyw-
nosci (21). Do pozytywnych zmian doszto rowniez
w obszarze dalszej nasady i przynasady kosci udowej,
gdzie zaobserwowano wzrost rzeczywistej objetos¢
kosci beleczkowej (BV/TV) oraz zwigkszenie liczby
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Ryc. 5. P try hist fomet kosci beleczkowej dy i dy dalszej koSci dopuszczalnej ilosci
yc. 5. Parametry histomorfometryczne kosci beleczkowej przynasady i nasady dalszej kosci preparatu w otoczeniu
udowej szczuréw

Objasnienia: BV/TV — rzeczywista objgto$¢ kosci beleczkowej; Tb.Th — grubos¢ beleczki kostnej; Zwlerz_qt’ ne OddZIa'
Tb.N - liczba beleczek kostnych; K — grupa kontrolna; D — grupa doswiadczalna; roznice statystycznie  10jace] negatywnie na
istotnie: * P < 0,05, ** P< 0,01, *** P < 0,001 efekty produkcyjne.
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