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Effect of toltrazuril on the ceacal fermentation in rabbits
Summary

The research was carried out on 24 Californian breed rabbits, aged 12 weeks, weighing between 1.8 and
2.2 kg, from which the caecum content were taken and placed in fermentation in vitro. 0.15 ml of toltrazuril
was added to the content in the vessels (the experimental group), which resulted in the final concentration of
25 ppm of toltrazuril in the vessel. In the analyses of gases obtained during fermentation it was determined
that CO, had the most substantial percentage, above 70%, CH, had a smaller percentage of 15% of the gases
produced in the caecum content, while hydrogen and hydrogen sulphide had the least considerable portion of
it. During the fermentation the amount of the gases produced changed and the zenith of fermentation took
place between the second and fourth hour of incubation. The addition of toltrazuril to the caecum content of
a rabbit leads to an increase in the value of CO,:CH, not observed in the control experiments. The addition of
toltrazuril causes the increase in the hydrogen level which may result from changes in either the composition

or activity of bacteria releasing H,.
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W zwalczaniu kokcydiozy zastosowanie znalazty
srodki, ktorych efektem ubocznym moze by¢ zmiana
w przebiegu procesow trawiennych (10). Dostgpne
dane z tego zakresu dotycza glownie doswiadczen
z uzyciem kokcydiostatykoéw jonoforowych. Srodkiem
bardzo czg¢sto stosowanym w zwalczaniu kokcydiow
u wielu gatunkow zwierzat, w tym krolikow, jest wpro-
wadzony do praktyki w 1986 roku toltrazuril, zwiazek
z grupy triazinonow. Jego wysoka skuteczno$¢ zwia-
zana jest z zaburzeniem oddychania komoérkowego
u pasozytow. Preparat wykazuje dziatanie zaréwno
przeciwko formom wewnatrz-, jak i zewnatrzkomor-
kowym pasozyta. W dostgpnym pismiennictwie brak
jest danych dotyczacych wptywu tej substancji na prze-
bieg procesow zachodzacych w jelicie $lepym krolika.

Celem pracy byto okreslenie wplywu toltrazurilu,
na przebieg fermentacji tresci jelita Slepego in vitro,
a przede wszystkim ocena kinetyki wytwarzania ga-
z6w — ubocznych produktéw fermentacji.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 24 kroélikach rasy kalifornij-
skiej w wieku 12 tygodni, o masie od 1,8 do 2,2 kg. Zwierzg-
ta karmiono ad libitum, zgodnie z obowiazujacymi normami
zywieniowymi (12), standardowa mieszanka granulowana

FK/W (prod. Dolpasz S.A.). Jeden kilogram ww. mieszanki
zawieral odpowiednio: biatka ogélnego — 18,0%, thuszczu su-
rowego 3-7%, wlokna surowego 8%, popiotu surowego 5-6%.
Przez okres do$wiadczenia kroliki mialy swobodny dostep
do wody. Tresc¢ jelita §lepego poddano fermentacji in vitro,
postepujac wg metodyki opisanej we wezesniejszych pracach
(8, 12, 13). Pobrana od kazdego krolika tres¢ jelita Slepego
podzielono na dwie czgsci po 20 ml. Pobrang tres¢ (20 ml)
rozcienczono 5-krotnie wodg destylowana do 100 ml i wlano
do ptuczki destylacyjnej. Do ptuczki dodawano réwniez
50 ml buforu o pH 6,9, ktéry w 1 dm’ zawieral: NaHCO, —
9,60 g/dm’, KCI - 0,60 g/dm’, CaCl, — 0,04 g/dm’, CaCl, x
6 H,O - 0,01 g/dm’, Na HPO, x 12 H,O - 9,15 g/dm’, NaCl
— 0,45 g/dm’, MgSO, x 7 H,0 - 0,11 g/dm’, ZnSO, x H,O —
0,06 g/dm’, NH,HCO, - 0,50 g/dm’. Catkowita objgtos¢
inkubacyjna tres§ci w pluczce po rozcienczeniu wynosita
150 ml. Inkubacj¢ prowadzono tazni wodnej o temp 39°C,
w hermetycznie zamknigtych ptuczkach o pojemnosci 300 ml,
wykonanych wg projektu wlasnego (8, 12) w oparciu o tzw.
model sztucznego zwacza. Do tresci czesci z ptuczek (grupa
doswiadczalna) dodano 0,15 ml toltrazurilu (Baycox 2,5% —
Bayer), uzyskujac koncowe stgzenie toltrazurilu w pluczce
25 ppm (poziom osiagany w tresci jelita Slepego przy stoso-
waniu terapeutycznym preparatu u krolikow). W doswiadcze-
niach kontrolnych badano fermentacj¢ bez dodatku toltrazu-
rilu. W celu zapewnienia warunkow beztlenowych atmosfere
phuczek wysycano przez 15 min. azotem. Warunki beztleno-
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we inkubacji sprawdzano aparatem DO-5508 (Lutron — Ko-
rea). Calkowita ilo$¢ wytwarzanych gazéw odczytywano na
podtaczonych do pluczek manometrach, stosujac technike
opisang przez Zawadzkiego i wsp. (14). Natomiast celem
zwiazania CO, uwalnianego w trakcie fermentacji do zbior-
niczka centralnego jednej z ptuczek wprowadzono 10 ml 50%
roztworu KOH. Bezwzgledna ilos¢ CO, obliczano na podsta-
wie réznicy objetosci zawartej w pluczkach bez i z dodat-
kiem KOH (12). Zawarto$¢ metanu okres§lano za pomoca apa-
ratu typu Barbara-3 (15). Pozostate gazy powstajace podczas
fermentacji tresci jelita Slepego (CO, H,, H,S oraz C H ;) 0zna-
czano aparatem Orsata oraz przenosnym aparatem do ozna-
czania CO,, CO, H,S i SO,, postgpujac podobnie jak to opi-
sano we wczeéniej szych pracach (11, 12, 15). Oceny fermen-
tacji na podstawie ilo$ci produkowanych gazéw dokonywa-
no po 1, 2, 4 i 6 godzinach inkubacji.

Wyniki przedstawiono w postaci $redniej arytmetyczne;j,
odchylenia standardowego (SD) oraz $redniego btedu $red-
niej (SDM). Uzyskane wyniki weryfikowano testem t-Stu-
denta.

Wyniki i omowienie

Jelito $lepe krolika zasiedla celulolityczna i fibroli-
tyczna flora bakteryjna, posiadajaca zdolno$¢ fermen-
tacyjnego rozktadu cukrow strukturalnych zawartych
w tresci pochodzenia roslinnego. Powstaja metaboli-
ty, ktore inkorporowane sa do komorek bakteryjnych
oraz wchtaniaja si¢ przez $ciang jelit do krwiobiegu.
Oproécz tego organizm, trawiac biatko bakteryjne, wtor-
nie wykorzystuje substancje zawarte w paszy. Gtow-
nymi produktami energetycznymi powstajacymi pod-
czas bakteryjnej fermentacji, a wykorzystywanymi
przez zwierzeta sa lotne kwasy tluszezowe (Volatile
fatty acids — VFA). W procesie fermentacji powstaja
rowniez produkty uboczne, takie jak CO,, CH, oraz
w niewielkich ilosciach H, i inne gazy (2, 13, 14).

Pracg ukierunkowano na analiz¢ gazow powstaja-
cych podczas fermentacji tresci jelita slepego kroli-
kow oraz na wplyw toltrazurilu na procesy fermenta-
cji. Sktad procentowy gazdéw otrzymywanych w pro-
bach kontrolnych, jak i w prébach z dodatkiem toltra-
zurilu przedstawiono w tabeli nr 1. Dane te potwier-
dzaja wczesniejsze obserwacje dotyczace udziatu pro-
centowego poszczegdlnych gazow produkowanych
podczas fermentacji tresci jelita Slepego krolika (12,
13). Najwigkszy, bo ponad 70% udziat posiada CO,,.
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Mniej, bo okoto 15% produkowanych w tredci jelita
Slepego gazéw stanowi CH,, nieznaczng czg$¢ stano-
wig wodor oraz inne gazy (tab 1). Rownoczes$nie wy-
kazano, ze w trakcie fermentacji ilo§¢ produkowanych
gazow ulega zmianie, a szczyt fermentacji, okreslany
na podstawie ilosci gazow, przypada pomiedzy druga
a czwarta godzing inkubacji (tab. 1).

Oprécz oceny dynamiki wytwarzania gazow w tres-
cijelita $lepego kroélika, celem omawianego doswiad-
czenia bylo okreslenie wpltywu na przebieg fermenta-
cji jednego z kokcydiostatykow — toltrazurilu. Jego
skuteczno$¢ w stosunku do kokcydiow przewodu po-
karmowego zostala potwierdzona w licznych pracach
doswiadczalnych (1, 10). Natomiast jego wptyw na
flor¢ bakteryjna zasiedlajaca przewod pokarmowy
a tym samym przebieg fermentacji jest stabo poznany.

Proces fermentacji charakteryzuje kilka parametrow.
Podstawowym parametrem, obok wydajnos$ci fermen-
tacji 1 wspotczynnika utylizacji VFA, jest stosunek
CO, : CH,. W tym kontekscie analiza zebranych na
wykresie nr 1 wartosci wskaznika CO, : CH, pozwala
na stwierdzenie, ze dodanie do tresci jefita Slepego kro-
lika toltrazurilu prowadzi do jego wzrostu. Spostrze-
zenie to wydaje si¢ interesujace, ukazuje bowiem dy-
namike oraz charakter zmian fermentacji zachodza-
cych pod wptywem badanego kokcydiostatyku. Nie
pozwala jednak na wyjasnienie mechanizmu odpowie-
dzialnego za opisane zmiany. Mechanizmy, o ktérych
mowa, bardziej przybliza analiza dynamiki wytwarza-

Stosunek CO,: CH,
S
o
o

Oh toltrazuril

2h
M kontrola 4 h
M toltrazuril

kontrola
6h

Czas inkubacji

Ryc. 1. Zmiany stosunku CO, : CH, w fermentowanych pré-
bach tresci jelita slepego krolikow

Tab. 1. Procentowy sklad gazéw wytwarzanych w jelicie §Slepym Kkrolikow przed i po dodaniu toltrazurilu po 1, 2, 4 i 6 godzi-

nach inkubacji in vitro

Czas inkubacji (godz.)
Gazy Doswiadczenia kontrolne Po dodaniu toltrazurilu
0 1 2 4 6 0 1 2 4 6
co, 70,50 76,00 84,80 85,50* 70,80 70,50 78,00* 86,20 87,30* 74,55
CH, 14,80 15,10 15,40 11,50* 10,40* 14,80 14,30 10,40* 10,05** 9,60**
H, 0,60 2,70** 3,90*** 1,60* 0,40 0,60 2,50** 4,30*** 5,15*** 0,90
H,8 0,60 0,70 1,00* 0,80 0,50 0,60 0,80 0,85 0,90 0,80

Objasnienia: WartosSci skrajne: odchylenie standardowe (SD): 0,200-0,320; $redni btad sredniej (SDM): 0,120-0,155; przedziat
ufnosci (CI): 0,165-0,190; *** p < 0,001; ** p < 0,01; * p < 0,05
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nia poszczegdlnych gazéw. Przy opisanych, niewiel-
kich zmianach w udziale procentowym CO, oraz CH,,
interesujaca jest dynamika wytwarzania trzeciego
z oznaczanych gazéw, a mianowicie wodoru. W pro-
bach kontrolnych, przy niskim poziomie wyjsciowym
tego gazu, jego wytwarzanie juz po godzinie szybko
wzrasta, osiagajac najwigksza warto$¢ po dwoch go-
dzinach inkubacji, po czym takze szybko spada, osia-
gajac w 6. godzinie poziom wyjsciowy (tab. 1). Ina-
czej przebiega wytwarzanie wodoru, podczas inkuba-
cji tresci jelita Slepego kroélika z dodatkiem toltrazuri-
lu. Po poczatkowym niskim poziomie wytwarzania,
zblizonym do kontroli, w drugiej godzinie inkubacji
obserwuje si¢ ponad 10% wzrost, aby w czwartej go-
dzinie osiagnaé poziom przewyzszajacy trzykrotnie
warto$ci grupy kontrolnej. W szostej godzinie inku-
bacji, przy nieznacznie wyzszej wartosci w probach
doswiadczalnych, ilo§¢ wodoru obniza si¢ prawie do
poziomu wyjsciowego (tab. 1). Odnotowane tak wy-
razne rdznice w poziomie wodoru nie moga by¢ kwe-
stia przypadku. Z uwagi na to, ze w pracy nie anali-
zowano lotnych kwasow thuszczowych, interpretacja
zmian oraz przypuszczalny ich mechanizm jest trud-
ny do okreslenia. Odnoszac jednak wyniki te do su-
gestii innych autoréw (3, 5-7, 12), mozna twierdzic,
ze odnotowany w probach doswiadczalnych wzrost po-
ziomu wodoru wynika ze zmiany sktadu czy tez ak-
tywnos$ci mikroflory uczestniczacej w uwalnianiu H..
Uwzgledniajac zmiany w populacji mikroorganizmow
warto podkresli¢, ze produkcja metanu jest wyzsza przy
stosowaniu diet bogatych we wtokno niz diet o niskie;j
zawarto$ci witokna (2, 11, 15). Wynika to z faktu, ze
degradacja wtokna prowadzi do produkcji wodoru,
z ktorego podczas redukcji CO, powstaje metan (4).
Gloéwne gatunki bakterii celulolitycznych produkuja-
cych wodor stanowia R. flavefaciens i R. albus.

Opublikowano wiele prac dotyczacych antybakte-
ryjnego dziatania i wptywu, zwlaszcza antybiotykow
jonoforowych na metabolizm flory przewodu pokar-
mowego zwierzat (1, 6, 10).

Marounek i wsp. (5, 6) wykazali, ze dodanie do tres-
ci jelita §lepego krolika antybiotykow jonoforowych
(salinomycny, monenzyny, lasalocidu, maduramycy-
ny) znacznie wzmaga wytwarzanie metanu, przy ma-
lejacej rownoczesnie produkcji octanow. Wszystkie
uzyte jonofory podnosity odzysk wodoru. Stymuluja-
ce dzialanie uzytych jonoforéw autorzy ci thumacza
efektem hamowania konkurencyjnych reakcji zuzycia
wodoru, ktory jest wykorzystywany w metanogenezie.
Powoqu si¢ przy tym na badania Bernariera i wsp.
(cyt. za 5) z roku 1993, wskazujace na konkurencje
metanogenezy i acetogenezy o wodor. Niski poziom
odzysku wodoru jako donora elektrondw w procesie
redukcji CO, do octanéw jest wg Demeyer (3) typo-
wym zjawiskiem dla srodowiska koncowych odcin-
kow jelit u krolika.

Badania metanogenezy w zwaczu i jelicie grubym
u cielat wykazaty, ze odzysk wodoru w trakcie fermen-
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tacji w zwaczu jest dodatnio skorelowany z wielkos-
cig produkcji metanu, a metanogeneza bylta stymulo-
wana obecnoscia w treSci zwacza pierwotniakow (9).

Roéwniez u krolika w tresci jelita Slepego wystepuja
pierwotniaki, ktore uzupetniaja dominujace populacje
bakteryjne. W badaniach opartych na analizie kwaséw
nukleinowych wykazano jednak, ze w tresci jelita §le-
pego kroélika ilo§¢ eukariotycznego RNA jest niewiel-
ka (ponizej 7% catego RNA), ulegajac wzrostowi po
odsadzeniu. Wykazano przy tym, ze wigkszos¢ jelito-
wego RNA jest pochodzenia roslinnego, a niewielka
cze$¢ pochodzi z komorek whasnych organizmu, po-
zostata za$ to RNA takich organizmow, jak Saccharo-
mycopsis guttulata oraz pierwotniakéw z typu Cilio-
phora (7).

Trudno jest jednoznacznie rozstrzygnaé, czy opisa-
ne zmiany w produkcji gazow, jakie odnotowano
w probach zawierajacych toltrazuril, sa rezultatem
zniszczenia populacji pierwotniakow, czy tez ubocz-
nym efektem jego oddziatywania na populacje bakte-
ryjne wystgpujace w tresci Jehta slepego. Ewidentna
jest Jedynle zmieniona pod jego wptywem kinetyka
procesow fermentacyjnych, o czym $wiadcza wyka-
zane zmiany poziomu wytwarzanego wodoru.
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