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4 ADITIV FURAJER PE BAZA DE ARTEMISIA ANNUA
VARIETATEA GERMANA HIBRID A3, PENTRU PROFILAXIA
COCCIDIOZEI LA PUII DE CARNE

(57) Rezumat:

Inventia se refera la utilizarea plantei Artemisia annua
pentru prepararea unui furaj pentru profilaxia
coccidiozei la puii de carne, si ca promotor natural de
crestere. Utilizarea consta in aceea ca se amesteca
planta Artemisia annua varietatea germana hibrid A3 cu
o concentratie de artemisinina de 0,899 g/100 g planta
uscata, ca aditiv furajer, cu furaj uzual, in cantitate de

3,5 kg/1000 kg furaj, pentru a asigura o dozd de
31,5 ppmartemisining, care, prin administrare zilnica in
doza de 5...10 ppm, conduce la eficienta antieimeriana
ridicata, prin scéderea scorului lezional, cresterea
sporului in greutate si a ratei de conversie a furajului.
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Inventia se referd la utilizarea Artemisiei annua varietatea germana hibrid A3 ca aditiv
furajer la puii broiler in scop (1) profilactic in coccidiozi (coccidiozd) si ca (2) promotor
natural de crestere.

Eimerioza (coccidioza) este una dintre cele mai importante boli din sectorul avicol,
fiind produsa de protozoare din genul Eimeria (E. acervulina, E. maxima, E. tenella, E. mitis,
E. praecox, E. necatrix si E. brunetti) care afecteazi intestinul pasarilor. La puii broiler in tara
noastra au fost identificate speciile E. acervulina (91,3%), E. tenella (60,9%), E. maxima
(21,7%) si E. praecox (13,0%) (Gyorke A, Pop L, Cozma V. 2013. Prevalence and
distribution of Eimeria species in broiler chicken farms of different capacities. Parasite.
20:50. doi: 10.1051/parasite/2013052).

Profilaxia specifici a eimeriozei la puii broiler in sistemul intensiv de crestere
(productie comerciald) se realizeaza preponderent prin addugarea in furaj a coccidiostaticelor
(antibiotice ionofore si substante chimice de sintezd) si mai rar prin vaccinarea puilor cu
vaccinuri vii. In anul 2006 la nivel European (UE-27) 86% din furajul produs pentru puii
broiler continea un coccidiostatic, iar 14% nu continea coccidiostatic, puii fiind vaccinati
(12%) sau netratati (2%) (Bruxelles, 5.5.2008 COM(2008)233 final. Raport al Comisiei cdtre
Consiliu si cdtre Parlamentul European privind folosirea coccidiostaticelor si a
histomonostaticelor ca aditivi in hrana animalelor prezentat in temeiul articolului 11 din
Regulamentul (CE) nr. 1831/2003 al Parlamentului Furopean si al Consiliului din 22
septembrie 2003privind aditivii din hrana animalelor. Anexa Il — Productia de hrand pentru
animale in UE-27 si folosirea coccidiostaticelor pe segmente, estimate pentru 2006).
Coccidiostaticele se administreaza in furaj din prima zi de viata a puiului broiler si pana la 3-5
zile inainte de abatorizare (duratd de viatd economicd 35-45 zile). Acestea sunt utilizate si
reglementate (Directiva 70/524/CEE din 23 noiembrie 1970 privind aditivii din hrana
animalelor) in sistemul intensiv de crestere a puilor de carne din anul 1970. Utilizarea lor
extensivd a dus la aparitia de suse chimiorezistente de Eimeria spp. care sunt responsabile de
formele subclinice de coccidiozd (Chapman H.D., 1997. Biochemical, genetic and applied
aspects of drug resistance in Eimeria parasites of the fowl. Avian Pathol. 26(2): 221-244). in
Romanta studiile de chimiorezitentd au evidentiat heterogenitate in interiorul unei ferme in
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Studiul in vivo §i in vitro a chimiorezistentei la coccidiostatice a izolatelor de Eimeria spp.
din fermele de pui broileri in Romdnia si analiza lor geneticd, dir. Gyorke A.). Formele
subclinice de coccidiozd se manifestd in principal prin spor in greutate scizut si consum
ridicat de furaj. La nivel global pierderile economice cauzate de coccidiozi sunt evaluate la
peste 3 bilioane dolari anual (Dalloul R.A., Lillehoj H.S., 2006. Poultry coccidiosis: recent
advancements in control measures and vaccine development. Expert Rev Vaccines. 5(1):143-
63). La noi in tar3, pierderile economice in anul 2010 cauzate de eimerioza subclinica au fost
estimate la 3.162,4 €/hald a 18.000,0, fiind cauzate In principal de -procentul- ridicat de
mortalitate si consum ridicat de furaj (Gyorke A., Kalmdr Z., Pop L M., Suteu O.1, 2016. The
economic impact of infection with Eimeria spp. in broiler farms from Romania. R. Bras.
Zootec., 45(5):273-280).

in anul 2003 parlamentul european prin regulamentul (CE) nr. 1831/2003 al
Parlamentului European si al Consiliului din 22 septembrie 2003 privind aditivii din hrana
animalelor la articolul 11 stipuleazi “eliminarea progresiva a utilizérii coccidiostaticelor gi
histomonostaticelor ca aditivi pentru hrana animalelor pana la 31 decembrie 2012”, urméand ca
“Comisia s3 prezinte Parlamentului European §i Consiliului, inainte de 1 ianuarie 2008, un
raport referitor la utilizarea acestor substante ca aditivi pentru hrana animalelor si solutiile de
inlocuire disponibile, insotit, dacd este cazul, de propuneri legislative”. in raportul din 2008
catre Consiliul si citre Parlamentul european (Bruxelles, 5.5.2008 COM(2008)233 final)
comisia concluzioneazi “La ora actuald, in avicultura modernd, este esentiald folosirea
coccidiostaticelor ca masura preventiva in lupta impotriva coccidiozei.... Comisia Europeana
va continua s3 monitorizeze aparitia de noi substante si tehnici de prevenire a acestor boli.”

Artemisia annua este o plantd nativd din Asia utilizatd in medicina traditionali
chinezeascd pentru tratamentul malariei. Datoritd proprietatiilor antimalarice, A. annua L. a
fost subiectul unor investigatii chimice detaliate facutd de oamenii de stiintd de pe intreg
globul, cu scopul izolarii metabolifilor secundari majori i minori. Cea mai mare atentie a fost
focalizatd pe studiul sesquiterpenelor, deoarece artemisinina (sesquiterpend lactond), de
asemenea cunoscuti gi ca arteannuina sau qinghaosu, a fost identificata ca fiind responsabila
pentru activitatea antimalarica a plantei Artemisiei annua L. de citre cercetitorii chinezi in
1972. Intrebuintarea majord recomandatd este pentru tratarea malariei. S-a demonstrat ci
terapia combinatd bazati pe artemisnind (ACT) reduce rapid febra si parazitemia, are o
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incepand cu anul 1997 (Allen P.C., Lydon J., Danforth H.D., 1997. Effects of
components of Artemisia annua on coccidia infections in chickens. Poult Sci. 76(8):1156-63.)
au fost publicate o serie de studii experimentale privind eficacitatea antieimeriand a
artemisininei sau a 4. annua. Se crede ca actioneazi prin inducerea stresului oxidativ (Allen
P.C., Danforth H.D., Augustine P.C., 1998. Dietary modulation of avian coccidiosis. Int J
Parasitol. 28(7):1131-1140) si afecteazi formarea peretelui oochistal prin inhibarea expresiei
SERCA la nivelul macrogametilor, ceea ce conduce la aparifia de oochisturi neviabile si ratid
de sporulare scizuti (del Cacho E., Gallego M., Francesch M., Quilez J., Sdnchez-Acedo C.,
2010. Effect of artemisinin on oocyst wall formation and sporulation during Eimeria tenella
infection. Parasitol Int. 59(4):506-511).

Toate studiile publicate in legatura cu utilizarea Artemisiei annua sau a artemisininei
in coccidiozi la puii broiler s-au limitat la infectii experimentale (conditii de laborator) pe un
numdr mic de animale si fira a evalua impactul asupra stiri generale de sinétate a puilor.

Problema tehnicid propusd spre rezolvare de prezenta inventie constd in utilizarea
Artemisiei annua varietatea germand hibrid A3 ca aditiv furajer la puii broiler in scop (1)
profilactic in coccidiozi (coccidiozi) si ca (2) promotor natural de crestere.

Un prim obiectiv al prezentei inventii se referd la obtinereca materiei prime
reprezentati de 4. annua varietatea germand hibrid A3 si determinarea concentratiei de
artemisinind. Planta dupa cultivare §i recoltare a fost uscatd artificial cu aer cald la
temperatura de 40-50°C, apoi tocati si cernuta folosindu-se site fine, micinati si ambalatd in
saci de hartie. S-a recoltat o proba medie pentru determinarea concentratiei de artemisinina
prin metoda HPLC, fiind de 0,899 g/100g planta uscata.

Un al doilea obiectiv al prezentei inventii se referd la evaluarea toxicitaii si
reziduurilor in carcasa de pui a 4. gnnua varietatea germani hibrid A3 la puii broiler.
Materialul obtinut prin uscare si micinare s-a introdus in furajul combinat de pui came in 3
doze: 55,6 g, 556,2 g si 5,56 kg/100 kg furaj, asigurand 5, 50 §i 500 ppm artemisinini pentru
28 de zile.

Un al treilea obiectiv al prezentei inventii il reprezinta identificarea dozei optime de 4.
annua varietatea germana hibrid A3 cu activitate profilactici in coccidiozi la puii broiler. Au
fost realizate infectii experimentale (studii la baterie §i sol) cu E. acervulina, E. maxima si E.

tenella la pui broiler la care s-a administrat furaj continﬁnd A. annua varietatea germané
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Al patrulea obiectiv al prezentei inventii se referd la evaluarea eficacitatii profilactice a
A. annua varietatea germana hibrid A3 in coccidioza la puii broiler in conditii productive (in
ferma). Pentru acest obiectiv 4. annua varietatea germand hibrid A3 a fost introdusa in furaj
in doza de 3,5 kg/tona de furaj asigurAnd 31,5 ppm artemisinina. Furajul a fost administrat la
o hala de pui carne dintr-o ferma din prima zi de viata si pana la 5 zile inainte de sacrificare.

Al cincelea obiectiv al prezentei inventii il reprezintd evaluarea efectului 4. annua
varietatea germand hibrid A3 asupra florei intestinale la puii broiler in conditii experimentale
(556,2 g/100 kg furaj asigurdnd 50 ppm artemisinind) si in conditii de ferma (3,5 kg/tona de
furaj asigurand 31,5 ppm artemisinina).

Utilizarea 4. annua varietatea germand hibrid A3 in profilaxia eimeriozei la puii
broiler prezintd avantajul unui produs natural care nu este toxic cu efect profilactic in
coccidiozi la puii broiler, dar cu efecte bune si asupra sporului in greutate a puilor, actionind
ca un promotor de crestere. A. annua varietatea germand hibrid A3 in doza de 3,5 kg/tona de
furaj asigurand 31,5 ppm artemisinina este o (1) alternativd bund la coccidiostatice in
sistemul industrial clasic de crestere a puilui de carne pentru profilaxia eimeriozei, poate fi
(2) utilizatd in eimeriozele subclinice produse de suse chimiorezistente de Eimeria spp.,
poate fi (3) utilizatd in sistemul ecologic de crestere a puilor de carne pentru profilaxia
eimeriozei §i poate fi (4) folosita ca promotor de crestere.

Descrierea pe scurt a etapelor de identificare a calitétii profilactice in coccidiozi la

puiul de carne si a calitafii de promotor de crestere este redata In tabelul 1.

Etapele tehnologice de obtinere a efectului profilactic in coccidioza si de promotor de

crestere la puiul de carne

Tabelul 1

Etapa Denumirea etapei
Etapa | Cultivarea, recoltarea, uscarea si mécinarea plantei
Etapa Il Testarea toxicititii plantei si a reziduurilor la puiul de carne
Etapa 111 Testarea dozei optime profilactice 1n coccidioza prin infectii experimentale
Etapa IV Testarea eficacititii profilactice in coccidiozi a plantei in conditii industriale
Etapa V Testarea efectului plantei asupra florei intestinale la pui in conditii

experimentale si industriale

Exemplul 1
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risadului. Acoperirea tivilor cu folie de sera dupa semaénat asigurd o densitate, uniformitate si
vigoare superioara;

Repicarea in stadiul de 2-4 frunze si trecerea pe substrat hidroponic reduce cheltuielile
de intretinere, favorizind obtinerea unui sistem radicular viguros.

Combaterea chimica a buruienilor cu erbicide cu aplicare la sol produce fitotoxicitate
culturii. Pentru o combatere buni a buruienilor recomandam ca inainte de infiintarea culturii
in cAmp sd se execute o erbicidare totald cu erbicid pe bazi de glifosat (360g/1 cu o solutie in
concentratie 2%). Pe vegetatie combaterea buruienilor se va face prin pragile.

Lucridrile de plantare, intrefinerea culturii i recoltarea pot fi mecanizate in situatia
cultivérii pe suprafete mai mari.

Recoltarea culturilor se poate face prin tdierea acestora §i imediata transportare in
vederea uscirii la umbri (in patuli) sau uscare artificiald cu aer cald (temperatura 40-50 °C).

Dupa uscare, maruntire, cernere, plantele sunt méacinate obtindndu-se o pulbere fini.
Greutatea medie a unei plante a fost de 1.08 kg, aceasta avind 0.510 kg substantd uscatid
(47.2%), greutatea medie a frunzelor uscate fiind de 0.142 kg (27,9% din substanta uscatd);

Productia: 10,08 t/ha plante verzi; 2,00 t/ha frunze uscate.

Costuri: 25.552,20 lei total /ha; 12,86 lei cost/kg frunze uscate.

Concentratia de artemisinina prin metoda HPLC este de 0,899 g/100g plant3 uscata.

Exemplul 2

Testarea toxicitafii plantei si a reziduurilor la puiul de carne s-au realizat prin
administrarea Artemisiei annua varietatea germand hibrid A3 1n furaj timp de 28 de zile de la
vérsta de 18 zile. Cantitatea de 4. annua introdusd in furaj a fost de 55,6 g (Lot 1), 556,2 ¢
(Lot II) si 5,56 kg/100 kg furaj (Lot III), asigurdnd 5, 50 si 500 ppm artemisinina. Studiul a
fost realizat la 4 loturi experimentale a cite 30 pui/lot, un lot martor (LM) si 3 loturi
experimentale corespunzitoare celor 3 doze diferite de 4. annua. Evaluarea s-a efectuat in
ziua 0, inainte de introducerea 4. annua in dietd, la 14 si 28 de zile dupi introducerea in fuarj
a A. annua. S-a avut in vedere efectul asupra parametrilor hematologici (indicatori ai starii de
sandtate), constante biochimice (teste functionale hepatice, indicatori leziuni la nivel
hepatocelular §i hepatobiliar), structurd organe (examen histopatologic) sistemului imun si
asupra performantelor zootehnice. De asemenea s-au evaluat reziduurile de artemisinini si
dihidroartemisinind prin metoda HPLC la nivel muscular (pulpd) si ficat dupa 28 de zile de
administrare i la 5 zile dupa ultima administrare. L ONALE .
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Parametrii eritrocitari si leucocitari

Nu au fost observate modificari severe ale parametrilor eritrocitari si leucocitari
indicatori ai stirii de sanitate. Fluctuatiile constatate in sens de scidere, au fost in functie de
dozi, fiind mai mare la lotul experimental III (5,56 kg A. annua/100 kg furaj; 500 ppm
artemisinind), dar fard semnificatie statisticd. Acesti indicatori la lotul II in cele mai multe
situatii au fost similari lotului martor.,

Parametrii biochimici

Efectele hepatotoxice ale Artemisiei annua au fost minime la lotul experimental II,
moderate in cazul lotului experimental I §i maxime la lotul experimental III. Sinteza proteica
a fost influentatd negativ prin sciderea proteinelor totale la lotul experimental III si a
gamaglobulinelor la loturile experimentale I i III, dar la lotul II a fost influentata pozitiv in
sens de cresetere semnificativ din punct de vedere statistic (proteine totale §i albumine).
Enzimele cu specificitate pentru leziune hepatocelulard (ALAT, ASAT, GLDH) au inregistrat
cresteri semnificative statistic la loturile experimenatle mai mari la lotul III, iar enzima cu
specificitate pentru leziune hepatobiliarad (GGT) sufera crestere asigurati statistic doar la lotul
IIL. Valorile CK sugereaza ca la lotul III A. annua a avut un efect inhibitor, fapt ce la nivelul
tesutului muscular scheletic influenteazi negativ biodisponibilitatea creatinfosfatului ceea ce
conduce la cresterea susceptibilitatii musculaturii striate (inclusiv miocardice) la leziuni ca
efect al deficitului local de ATP. Lotul II conform valorilor CK obtinute nu este susceptibil
pentru dezvoltarea de leziuni la nivelul musculaturii striate.

Concluziondnd asupra rezultatelor obfinute in cee ce priveste toxicitatea la nivel
hepatic si muscular la puii broiler, afirmim faptul ca Artemisiei annua varietatea germani
hibrid A3 in dozi de 556,2 g A. annua/100 kg furaj (50 ppm artemisinind) are impact toxic
minim spre absent.

Examen histopatologic organe

Modificérile structurale la nivelul organelor la puii broiler identificate prin examen
histopataologic sun prezentate in tabelul 2. Modificari structurale mai importante au fost
identificate la puii tratati cu 5,56 kg 4. annua/100 kg furaj. Acestea au fost identificate in
toate organele.

Concluzionand 4. annua varietatea germané hibrid A3 la doze de pana la 556,2 g/100

kg furaj (50 ppm artemisinind) nu afecteazi organele interne la nivel structural, doar la doz

mai mari. €ele.mai sensibile organe la doze mari
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Aspecte histopatologice observate in diverse organe la puii tratafi cu A. annua

varietatea germand hibrid A3 in diverse doze

Tabelul 2
Organe Lot 1 Lot 1l Lot III
Ficat Hematopoieza Vacuolizare citoplasmicd | Hematopoieza extramedulara
extramedulara (steatozi hepatica, difuza, | multifocala (minimal)
multifocala moderats) Fibroza multifocal-extinsa (spatiile
{minimal) Hematopoieza perivasculare) (minimal)
, Necroza (focala, discretd) de epiteliu
extramedulara multifocala |y
(minimal)
Rinichi FM Necroza tubulard | Nefrita interstitiala (cu heterofile si
segmentala o mononucleare) focala (moderati)
Regenerare epiteliald | Necrozi tubulara segmentala
(posibil post-necrotic)
Splina Hematopoieza Hematopoieza Depletie limfocitara difuza (minimal)
extramedulary extramedulara Hematopoieza extramedulard
Miduvi esoasi | FM FM Depletie limfoidd  (prezenta
preponderentd a  precursorilor
mieloizi)
Timus M Focare de mineralizare la | Lipomatozi (focald, discretd)
nivelul  medularei, in | Infiltrat discret cu heterofile la
apropierea  corpusculilor | nivelul medularei (difuz)
Hassal Proliferare {difuz3) de celule mioide
Bursa FM M Edem intercelular moderat, cortico-
medular
Epitelin de suprafaia fird modifican
Chist epitelial
Vacuoliziri in medulard (un singur
folicul)
Rare  heterofile (1-2  /camp
microscopic x40);
Encefal FM M Cromatoliz3 centro-neuronaly, focal3,
severd
Cerebel FM Cromatolizd centrald de | Cromatolizi centro-neuronald, difuza
celule Purkinje , severd
Mioecard FM M Infiltrat interstitial cu heterofile si

mononucleare
multifocald) (moderat)

(miocarditi

Legendid: FM — fard modificari

Sistemmul imun

In general, la puii din loturile experimentale, organele limfoide au fost mai dezvoltate

decit la cei din lotul martor. Artemisia annua a avut un efect imunotolerant asupra

microfagelor si limfocitelor T, si efect imunostimulator asupra limfocitelor B in vitro.

Performante zootehnice

Sporul in greutate §i rata de conversie a hranei sunt mai mari la puii din lotul I (spor

mai mare cu 1,3 g/zi) si similare la cei din lotul II comparativ cu lotul martor. Performantele

2
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Reziduuri in carne si organe

In probele din pulpa si din ficat provenite de la puii din loturile 1 5i IT tratati timp de
28 de zile cu Artemisia annua varietatea germand hibrid A3 in dozele specificate nu s-a
evidentiat prezenta artemisininei sau a dihidroartemisininei. La lotul III in probele de pulpa nu
a fost identificati artemisinind sau dihidroartemisinind, dar pentru ficat s-a obtinut posibili
metabolifi (deoxidihidroartemisining, 9,10-dihidrodeoxiartemisinind, deoxiartemisinind) care
sunt lipsiti de activitate biologica datorita pierderii legéturii endoperoxidice (Woodrow C.J.,
Haynes R K., Krishna S., 2005. Artemisinins. Postgrad. Med. J. 81: 71-78.).

Conform rezultatelor obtinute A. annua varietatea germand hibrid A3 poate fi
administratd in furaj puilor de carne pind la doze de 50 ppm artemisinind fird a afecta
starea clinicd a acestora si fard risc pentru consumator referitor la reziduuri. In scop de
promotor de crestere se administreazd in furaj la doze care sd asigure 5 ppm artemisinind

fard a depdsi doza de 10 ppm artemisinind.

Valori ale constantelor hematologice, parametrilor biochimici, sistemului imun i
performantelor zootehnice la puii broiler dupd 28 de zile de administrare zilnicd in furaj a A.

annua varietatea germand hibrid A3 in dozd de 5, 50 si 500 ppm artemisnind

Tabelul 3
Constanti LotM Lot1 Lot 11 Lot IT1 Valori de
evaluati referintd
Constante hematologice
Eritrocite (T/L) 3,039+2,565 | 2,288+0,427 2,23840,605 2,495+0,498 2,500 - 3,500
Hemoglobina (g/d) | 8,0+14 9,8+2,0* 8,5+1,5 7,5+1,6 7-13
Hematocrit (%) 25,9470 26,0+5,3 26,2464 27,5484 25-35
VEM (1) 111,8+42.4 | 11594246 118,6+13,8 109,2+21,6 90 - 140
HEM (pg) 34,9+13,9 43,8492 40,4+10,7 31,0103 33-47
CHEM (g/L) 32,4+8,7 38,5+7.3 34,1+8.4 29,6+12,5 26 -35
Leucocite (G/L) 6,750+1,318 | 8,600+2,846 6,050+0,762 5,700+1,206 12,00 - 30,00
Parametrii biochimici
Proteine totale 3,3+0,2 4,1+0,1** 3,0+0,1* 3.23+0.23
dl) 3,3+0,3
Albumine (g/dl) 1,4+0,03 1,5+0,1 1,840,] *** 1,7+0,02%** 1.72+0.2
Gamaglobuline 0,7+0,01 0,7+0,04** 0,7+0,02%* ,416£0.072
| (g/dbh 0,8+0,05

ALAT (U/]) 28,8447 20,5+3,0*%* 36,9+2,5* 37,5£2,6%* 23,5
ASAT (UM 190,6+10,6 | 229,5+13,1%% | 220,949 3** 279,0:14,0*** 174,8
GGT (U/) 23,8+3,1 27,0+1,5 21,7+3,4 34,042 4%** 21.28495
PAL (U/)) 13,3+2,8 5431,8+4968,7 | 9089,4+557,8*** | 6019,8+933,5*** | 5.103+2838
GLDH (U 73,3+3,1 74,4+5.0 83,5+8,8 111,5+9,1*%** -
CK (U 357,6+52,0 | 504,8:16,3** | 286,7+11,0* 300,8+10,3 1014.50+71.27
Sistemul imun
Microfage (IF) =] 1,0330,09 0,99+0,16 0,82+0,33 1,00+0,26
Limfocite & (X9)- * z:,;lfmio,ls 1,27+0,17 1,20£0,127/ 1,29+0,17
Limfocité ‘B (indice | 0.97£0,14 | 1,0520,13 IW/ 1 1,0340,07
DN | Sl IR . S NN
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Splina (1G) 0,17+0,05 0,21%0,11 0,20+0,05 0,20+0,05* -

Timus (IG) 0,43+0,09 0,39+0,15 0,40+0,08 0,46+0,13 -

Bursa lui Fabricius | 0,18+0,08 0,16+0,05 0,1840,05 0,19+0,07 -

(1G)

Performante zootehnice

Spor in greutate 39,2+6,8 40,5+8,7 37,0+6,2 g/zi 32,446 8%** -
| (g/zi)

RC a furajului (kg 2,5+0,2 2,5£0,3 2,6+0,1 2,9+0,3** -

furaj/kg spor)

Legendi:

Lot M — lot martor; Lot I - lot experimental 55,6 g A. annua/100 kg furaj (5 ppm artemisinind); Lot II - lot
experimental 556,2 g A. annua/100 kg furaj (50 ppm artemisinina); Lot III - lot experimental 5,56 kg A.
annua/100 kg furaj (500 ppm artemisinind).

IF — indice de fagocitoza; IS — indice de stimulare; IG - indice de greutate; RC — rati de conversie.

Testul t-student: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

Exemplul 3

Testarea dozei optime profilactice a 4. annua varietatea germand hibrid A3 in
coccidiozi prin infectii experimentale pe pui broiler hibrid ROSS 308 intretinuti la baterie.

Au fost realizate 4 serii de experimente la baterie prin infectii experimentale la pui
de carne cu E. acervulina, E. maxima, E. tenella gi infectie polispecifica cu cele 3 specii. Puii
broiler au fost achizitionati la varsta de o zi, iar lotizarea s-a efectuat la varsta de 12 zile. Pana
la lotizare puii au fost furajati cu un furaj standard (furaj starter) fara coccidiostatic, iar in ziua
lotizarii a fost introdus in dietd furajul combinat crestere cu 4. annua, monensin si fira
coccidiostatic, corespunzitor fiecarui lot.

Loturile au fost formate din céte 21 pui, fiecare lot fiind subdivizat in 3 grupuri a 7
pui, dupa cum urmeaza: Lot MN - lot martor negativ (neinfectat, netratat); Lot MP - lot
martor pozitiv (infectat, netratat); Lot MC - lot martor cocidiostatic (infectat, tratat cu
monensin 125 ppm); Lot I - lot experimental 55,6 g 4. annua/100 kg furaj (5 ppm
artemisinind) (infectat, tratat cu 4. annua); Lot 11 - lot experimental 556,2 g A. annua/100 kg
furaj (50 ppm artemisinin) (infectat, tratat cu 4. annua).

Infectia experimentald a fost realizatd 2 zile mai tirziu fatd de momentul lotizarii
(varsta 14 zile), prin administrarea de oochisturi sporulate de Eimeria spp., cu sonda
esofagoingluviald, dupid cum urmeazi: experiment 1 = 1x10* oochisturi de E. tenella
(E.t.)/pui; experiment 2 = 1x10° oochisturi de E. acervulina (E.a.)/pui; experiment 3 = 5x10*
oochisturi de E. maxima (E.m.)/pui; experiment 4 = 2x10° oochisturi de E. fenella + 2x10*
oochisturi de E. acervulina + 1x10* oochisturi de E. maxima/pui.

Eficacitatea antieimeriand a fost evaluatd prin: (1)inregistrarea sporului in greutate,
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McMaster), (4)a scorului lezional (SL) (10 pui/lot) (Johson and Reid, 1976) la 7 zile
postinfectant si (S)procentului de sporulare a oochisturilor (% Sp).

in tabelul 3 sunt sintetizate datele privind eficacitatea 4. annua varietatea germani
hibrid A3 in coccidiozi la puii broiler hibrid ROSS 308 prin infectii experimentale la baterie.

Capacitatea de multiplicare (% reducere OPG fasa de martorul pozitiv) a parazitului
nu este semnificativ afectatd atunci cind dozele uilizate pentru infectia experimentald cu o
singurd specie sunt mari. La doze mici de infectie (reproducere situatie industriald)
polispecificd cu toate cele 3 specii de Eimeria % de reducere a OPG este semnificativ
82,15%. In ceea ce priveste patogenitatea parazitului, evaluati prin scorul lezional (SL) s-a
observat o scidere la doza de 55,6 g A. annua/100 kg furaj. Sporul in greutate si rata de
conversie a hranei sunt comparabile cu cele obtinute la puii tratafi cu coccidiostatic.

Concluzionind, 4. annua varietatea germana hibrid A3 in doza de pani la 556,2 g/100

kg furaj poate f1 utilizatd in profilaxia coccidiozei la puii broiler.

Rezultatele obtinute la puii broiler (intrefinufi in baterii) in infectii experimentale cu Eimeria

spp. §i tratament profilactic in furaj cu A. annua varietatea germand hibrid A3

Tabelul 3
Factor analizat | MN | MP | MC | Lot1 | Lot
E. acervulina
OPG (% reducere) -1 0,0 87.6 0,25 -24,01
% Sp 80,25+3,84 80,17+6,09 79,58+3,90 85,9244 58
SL 0 3,7 1,6 3,7 34
Spor in greutate (g/zi) 21,93 24,3 27,43 21,46 25,24
RC a furajului (kg furaj/kg 2,21 2,78 2,26 3,03
spor) 2.86
E, maxima
OPG (% reducere) - 0,0 67,97 3,04 20,31
% Sp - 89,17+3,01 80,67+3,14*** | 83,4243,06** | 87,50+4,5
SL 0 1,1 0,6 1,2 1,5
Spor in greutate (g/zi) 22,59+7,59 19,07+4,04 18,4844 55 20,06+4,18 19,4742 69
RC a furajului (kg furaj’kg 2,9 4,7 39 4,7
spor) 3,7
E. tenella
OPG (% reducere) - 0,0 63,10 -213,1 -40.4
% Sp - 90,67 90,13 89,50 88,50
SL 0 0,95 0,95 1,8 1,05
Spor in greutate (g/zi) 23,29 26,79 26,95 19,52 29,34
RC a furajului (kg furaj’kg 2,65 2,72 2,86 3,62 2,71
spor)
E. acervulina+E. maxima+E. tenella
OPG (% reducere) - 0,0 14,71 -24,11 82,15
% Sp - - ohaLE 57
SL 0,0 3,3 4
Spor in.greutate.(g/zi) 23,29 24,45
RC \@F@Wﬁi{kgiﬁ;‘raj/kg
Sn,(ﬁ'), A;?:L . _‘\v'-"'
AN Y
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Legendd: OPG — numir oochisturi/g fecale; Sp — sporulare; SL — scor lezional; RC — rata de conversie a
furajului

Exemplul 4

Testarea dozei optime profilactice a 4. annua varietatea germand hibrid A3 in
coccidiozi prin infectii experimentale pe pui broiler hibrid ROSS 308 intrefinuti la sol.

Au fost realizate 5 serii de experimente la sol prin infectii experimentale la pui de
carne cu E. acervulina, E. maxima, E. tenella (2x) si infectie polispecificd cu cele 3 specii.
Puii broiler au fost achizitionati la varsta de o zi cind au fost lotiza{i in cite 2 loturi pina la
varsta de 14 zile: lot martor (furaj standard starter fard 4. annua) si lot experimental (furaj
standard starter cu A. annua). La vérsta de 14 zile cele 2 loturi au fost impartite in alte 2 loturi
rezultdnd 4 loturi experimentale. Acestea au fost formate din cite 60 pui/lot, fiecare lot fiind
subdivizat in 2 grupuri a 30 pui, dupad cum urmeazi: Lot MN - lot martor negativ (neinfectat,
netratat); Lot MP - lot martor pozitiv (infectat, netratat); Lot ExpN - lot experimental negativ
(neinfectat, tratat cu 4. annua); Lot ExpP - lot experimental pozitiv (infectat, tratat cu A4.
annua).

Dozele de A. annua varietate germand hibrid A3 au fost urméitoarele: (1) 222,47 g A.
annua/100 kg furaj pentru a asigura 20 ppm artemisinina pentru infectia cu E. fenella exp 1 si
E. maxima, si 1,11 kg A. annua/100 kg furaj pentru a asigura 100 ppm artemisinind pentru
infectia cu E. tenella exp 2, E. acervulina si infectie polispecifica.

Infectia experimentald a fost realizatd cdnd puii au avut varsta de 14 zile prin
introducerea a cite 2 pui infectati la 30 pui neinfectati. La experimentul E. tenella exp 2
pentru infectia experimental s-au folosit fecale de la puii din experimentul E. tenella exp 1.

Eficacitatea antieimeriana a fost evaluatd prin: (1)inregistrarea sporului in greutate,
(2)a ratei de conversie a hranei, (3)numiarului de oochisturi per gram fecale (OPG) (metoda
McMaster), (4)a scorului lezional (SL) (10 pui/lot) (Johson and Reid, 1976) la 7 zile
postinfectant.

in tabelul 4 sunt sintetizate datele privind eficacitatea A. annua varietatea germana
hibrid A3 in coccidiozi la puii broiler hibrid ROSS 308 prin infeciii experimentale la sol.

Artemisia annua, var. germani nu a avut un efect antieimerian relevant la dozi de 11,1

kg/tona de furaj (spor in greutate, ratd de conversie) In infectia cu E. acervulina si E. maxima,

chiar daca valoare OPG a fost semnificativ statistic mai mica in ziua lotul experimental fai
de lotul martor.




a 2016 01017
16/12/2016

conditii de microclimat corespunzitor, in aceiasi dozd, poate avea efect antieimerian
satisficator in infectia cu E. terella, aspect relevat la 10 zile p.i., prin reducerea cu 69,5% a
OPG-ului. De asemenea s-a observat cd tratamentele successive cu A. annua creste
eficacitatea antieimeriani a acestuia in infectia cu E. tenella aspect relevant in principal prin

reducerea scorului lezional semnificativ fatd de lotul martor.

Rezultatele obtinute la puii broiler (intretinuti la sol) in infectii experimentale cu Eimeria spp.

si tratament profilactic in furaj cu A. annua varietatea germand hibrid A3

Tabelul 4
Factor analizat | MN | MP | MExpN | LExpP
E. acervulina
OPG (% reducere) - 0 - -22.95
SL 0 |0 0 0
Spor in greutate (g/zi) 32,40 31,08 27,69 33,07
RC a furajului (kg furaj’kg spor) 2,26 2,89 2,72 2,69
E. maxima
OPG (% reducere) - 0 - 51,9
SL 0 1,2 0 1
Spor in greutate (g/zi) 29,03 25,62 31,7481 23,71
RC a furajului (kg furaj/’kg spor) 3,0 3,18 2,94 3,11
E. tenella exp 1
OPG (% reducere) - 0 - -13,61
SL 0 1,5 0 1,7
Spor in greutate (g/zi)
RC a furajului (kg furaj/’kg spor) 3,0 3,18 2,94 3,11
E. tenella exp 2
OPG (% reducere) - 0 - -119,71
SL 0 1,0 0 0,5
Spor in greutate (g/zi) 32,40 29,02 27,69 29,86
RC a furajului (kg furaj/kg spor) 2,26 1,94 2,72 2,18
E. acervulina+E. maxima+E. tenella
OPG (% reducere) - 0 - -40,79
SL 0 0,8 0 0,7
Spor in greutate (g/zi) 32,40 32,49 27,69 32,20
RC a furajului (kg furaj/kg spor) 2,26 2,28 2,72 2,57

Legendi: OPG — numir oochisturi/g fecale; Sp — sporulare; SL — scor lezional; RC — rata de conversie a
furajului

Exemplul §

Testarea eficacitatii profilactice in coccidiozi a 4. annua varietatea germna hibrid A3
in conditii industriale.

intr-o ferma de pui broiler au fost luate in studiu 3 hale de pui: hala 2 si 4 au fost
considerate martor, iar hala 1 lotul experimental. Puii din hala 1 §i 4 au provenit din aceia:si

[

parmtl Pe toatd penoada de cregtere, puii din halele martor au primit furaj cu coc};kdigﬁé‘t%m‘
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carne, care a introdus 4. annua in furaj la doza recomandata de noi: 3,5 kg 4. annualtona de
furaj.

Pe perioada de crestere pand la sacrificare s-au evaluat urmitorii indicatori:
identidicarea coccidiilor prin examene coproparazitologice si gPCR, scorul lezional, procent
de mortalitate, spor in greutate si rata de conversie a hranei conform tabelului 5 si figurilor 1,
2 si 3.

Datele obtinute privind eficacitatea profilactici a 4. annua in coccidiozi la puii
broiler, realizat la nivel industrial (in ferma), recomanda utilizarea 4. annua ca alternativi la
coccidiostaticele clasice.

Parametrii productivi i medicali urmdériti au fost comparabili cu cei inregistrati la puii
tratati cu coccidiostatic (Tabelul 5, Fig. 1-3.). Se impune precautie vis-a-vis de scorul
lezional, care la 28 de zile (4 sdptimani) a avut valori peste 1 si care cel mai probabil, ulterior
a influentat greutatea finala la abatorizare. Cu toate acestea, la vérsta de 35 de zile scorul
lezional a avut valori inferioare lotului martor.

Artemisinina, spre deosebire de coccidiostatice care actioneazi asupra formele
schizogonice sau gametogonice ale parazitului, s-a observat ci la E. tenella afecteazi
formarea peretelui oochistal si indirect, afecteazi procesul de sporulare si in consecin{i scade
virulenta parazitului (del Cacho si col., 2010). Studiile privind % de sporulare a oochisturilor
de E. acervulina, E. maxima i E. tenella realizate in cadrul acestui proiect in anii anteriori au
evidentiat valori semnificativ statistic mai mici pentru oochisturile obtinute de la pui tratati cu

artemisinind comparativ cu cei obtinuti de la pui netratati.

Rezultatele obtinute la puii broiler tratafi profilactic in furaj cu A. annua varietatea germand

hibrid A3 in conditii industriale (in fermd) comparativ cu puii tratati profilactic cu

coccidiostatic
Tabelul 5
Varsti pui (zile)/Indicator Martor H 2 Marto | Artemisia H 1
rH4
Périnti La sf. ciclului de La inceputul ciclului de
productie productie

Nr pui populare 17250 18900 19090
Greutate la vérsta de 1 zi (g) 45,7 40,15 39,9
Examen coproparazitologic (OPG) si specii de Eimeria identificate (qQPCR) _
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25 pozitiv () i pozitiv ()
E. acervulina E. acervulina
73 pozitiv () i pozitiv ()
E. acervulina E. acervulina
. pozitiv ()
35 pozltty Q - E. acervulina
E. acervulina
E. tenella
Scor lezional la varsta de 28 zile 1 - 1,6
Scor lezional la varsta de 35 zile 1 - 0,2
Procent de mortalitate la abatorizare 2,18 2,84 2,51
Spor mediu in greutate (g/zi) 62,82 62,18 57,31
Rata de conversie a hranei (kg
furaj/kg spor) 1,65 1,639 1,603
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Fig. 3. Evolutia procentului de mortalitate la puii din loturile experimentale pe perioada de

crestere pana la sacrificare

Exemplul 6

Efectul A. annua varietatea germana hibrid A3 asupra florei intestinale la puii broiler

n conditii experimentale

Loturi experimentale a céte 21 pui/lot (3 replicate a 7 pui/lot):

lot MN: martor negativ, furaj fara 4. annua sau coccidiostatic si fard infectie
experimentala cu Eimeria spp.;

lot MP: martor pozitiv, furaj fard 4. annua sau coccidiostatic si cu infectie
experimentald cu Eimeria spp.;

lot CN: coccidiostatic negativ, furaj cu coccidiostatic (lasalocid 8,8 g/100 kg
furaj) si fara infectie experimentald cu Eimeria spp.;

lot CP: coccidiostatic pozitiv, furaj cu coccidiostatic (lasalocid 8,8 g/100 kg
furaj) si cu infectie experimentala cu Eimeria spp.;

lot ExpN: A. annua negativ, furaj cu A. annua (556 g/100 kg furaj) si fird
infectie experimentalid cu Eimeria spp.;

lot ExpP: A. annua pozitiv: furaj cu 4. annua (556 g/100 kg furaj) si cu infectie

experimentala cu Eimeria spp..

Furajul experimental a fost administrat din prima zi de viafa. Infectia experimentald a
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cloacal in zilele 14, 21 si 28, de la aceiasi pui (au fost identificati prin marcare). S-au recoltat
3 probe comune/lot; cite 1 proba de la 3 pui/replicat. Probele au fost recoltate folosind tuburi
cu tampoane sterile, cu si fard mediu de transport.

Probele au fost Insiméintate in bulion si in bulion cu ficat, apoi au fost pasate la 24 de
ore pe diferite medii selective: pe mediul MacConkey pentru evidentierea bacterilor gram
negative, pe mediul Chapman Stone si apoi repasate coloniile pe mediul Mueller-Hinton
pentru evidentierea bacteriilor gram positive, pe agar cu singe pentru evidentierea bacterilor
din genul Streptococcus si pe mediul Brilliance™ E. coli/coliform Selective Agar pentru
identificarea si izolarea coloniilor de Escherichia coli. Identificarea genului/speciei bacteriene
a fost realizatd cu ajutorul sistemului Vitek 2 (BioMerieux, France) folosind carduri GP
(pentru identificarea germenilor gram pozitivi), GN (pentru identificarea germenilor gram
negativi) si ANC (pentru identificarea germenilor anaerobi). Toate izolatele de Escherichia
coli au fost supuse screeningului molecular APEC prin multiplex PCR.

Profilul bacterian obtinut la pui netratafi si tratati cu 4. annua sau coccidiostatic,
infectati sau neinfectati cu Eimeria spp. este prezentat in tabelul 6. Examenul bacteriologic
calitativ a evidentiat discrete diferente intre loturi, statistic nesemnificative, care pot fi
corelate mai degrabd infectiei experimentale cu Eimeria, si mai putin cu tipul de terapie
administrati. De asemenea, rezultatele bacteriologice au evidentiat schimbari in componenta
florei bacteriene intestinale care pot fi corelate cu varsta puilor §i schimbérilor de receptori
celulari ai gazdei pentru diversele specii bacteriene colonizatoare/epifite/biofite.

Patru izolate de Escherichia coli au prezentat una (3 izolate gena fimH) sau doua (1
izolat genele iss si fimH) gene de virulenta specifice APEC, dar niciuna nu a avut profilul
complet APEC (toate cele 3 gene prezente) (Tabel 7). Ca distributie pe varste, 1 tulpina a fost
prezenta la puii de 21 zile si 3 tulpini la puii de 28 de zile varsta. Acest aspect concorda cu
evolutia epidemica standard a unei colisepticemii aviare la puii de gaina in varsta de peste 3
saptamani. De asemenea tulpina care a avut prezente 2 gene de virulenta specifice APEC a
fost izolata tot de la puii in varsta de 28 de zile. Repartizate pe loturi, 2 tulpini au provenit de
la pui netratati neinfectati si infectati §i 2 tulpini de la puii tratafi cu coccidiostatic si

neinfectati cu Eimeria spp.
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Frecventa speciilor bacteriene identificate (3 determindri/lot), pe loturile de pui
chimiopreveniti cu artemisinind si coccidiostatic clasic si cu infectie experimentald cu

Eimeria spp. comparativ cu pui netratafi

Tabelul 6
Lot MN Lot MP Lot CN Lot CP Lot ArtN Lot ArtP
Z14 (728 7214 |Z28 |Z14 |Z28 Z14 {Z28 | Z14 (7228 |Z14 |Z28
E. coli 3 3 2 0 2 1 1 1 3 1 3 1
K. penum. 3 3 2 3 3 ) 3 3 3 2 3 3
pneumoniae
P. mirabilis 3 3 3 3 3 3 |3 3 3 3 3 3
Ch .
vio;zzneftm 3 0 3 0 2 0 3 0 2 0 1 0
Corinebacterium | () 1 0 3 0 0 0 0 0 0 1 0
spp
Staph. Aureus 0 0 1 0 0 0 |0 0 0 0 |0 0
Staph. Lentus 0 0 0 0 0 0 |0 0 0 0 |0 0
Staph. 0 0 0 0 0 0 0 0
pseudintermedius 0 0 0 0
Staph. Xylosus 3 0 3 0 3 0 3 0 2 0 1 0
Staph. 0 3 0 1
lugdunensis 0 2 0 3 0 2 0 1
Staph. Simulans | () 3 0 1 0 2 0 0 2 0 1
Identificarea genelor de virulentd la izolatele de E. coli
Tabelul 7
Rec I (14 zile) Rec 11 (21 zile) Rec III (28 zile)
ompA | iss fimH | ompA | iss fimH | ompA | iss fimH

MN 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2 072 0/3 073 13
MP 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 1/3
CN 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2 0/2 073 0/3 0/3

Ccp 0/1 0/1 0/1 0/3 0/3 173 0/2 1/3 1/3

ArtN | 0/3 0/3 0/3 0/2 0/2 02 0/3 0/3 0/3

ArtP | 0/2 0/2 02 0/1 0/1 0/1 0/3 0/3 0/3

Exemplul 7

Testarea efectului plantei asupra florei intestinale la puii broiler in conditii industriale

Loturi experimentale

1. Lot Artemisia (furaj cu A. annua var. germana 3,5 kg/tona de furaj) — hala 1 ferma
Jabenita (Opre Avicom);

2. Lot martor — hala 2 ferma Jabenita (Opre Avicom).

Probe pentru examenul microbiologic au fost recoltate prin tuseu cloacal de la cate 10

pthalé{Letjf»ggndqmizat in zilele 1, 14 si 28. Probe

™~ . .

{,.‘\R"\«
meconiu. &
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Analiza florei bacteriene intestinale a fost realizata prin qPCR (amplificare genetica
cantitativa in timp real), pe baza secventelor genetice 16s ARNr, urmarindu-se prevalenta
grupurilor de Enterobacteriaceae, Enterococcus, Bacteroides, Firmicutes, Bacteroidetes si
Eubacteria, raportate prin numarul relativ mediu de copii genetice calculat fata de martorul
de reactic UCO Fam + Universal control standard, 10’ copii / ul (Generi Biotech 3140, 3141,
Cehia).

Pentru caracterizarea mai in detaliu a florei bacteriene intestinale, de la cele doud
loturi experimentale de pui, dupa suspensia in apa ultrapurd sterild, tampoanele cu probe de
materii fecale au fost imersate in bulion BHI (Pasteur), iar din culturile rezultate au fost
realizate screeninguri genetice pentru APEC (PS IP-BM 053, multiplex PCR).

Din datele Tm la lotul cu 4. annua, rezultatele sunt mai omogene fati de martor. O
populatie bacteriand Bacteroidetes mai omogena decét la martor, dar in acelasi timp faptul ca
valoarea Tm este usor diferitd de cea a martorului de reactie si de cele de la lotul de pui
martor, sugereazi ca Artemisia annua ar induce mutatii punctiforme la nivelul genomului
bacterian.

Probele prelevate la varsta de 1 zi au fost negative APEC. La 14 zile varsta, lotul tratat
profilactic cu 4. annua a inregistrat 9/10 probe cu profil complet APEC si 1 proba cu 2 gene
prezente, iar lotul tratat cu coccidiostatic, 4/10 profil complet APEC, 4/10 probe cu doua gene
specifice APEC prezente, si 2/10 probe negative APEC. La 28 de zile varsta, lotul profilactic
cu 4. annua a inregistrat 9/10 probe cu profil complet APEC si 1 proba cu 2 gene prezente, iar
lotul tratat cu coccidiostatic, 8/10 profil complet APEC si 2/10 probe cu doua gene specifice
APEC prezente (Tabel 8).

Din datele de mai sus rezultd faptul cd in fermd ar fi evoluat un episod de

colisepticemie, al cirui agent cauzal a fost rezistent/indiferent la ambele tipuri de terapii.

Grupe bacteriene din flora Intestinala. # Bacteroides
4PCR - 18s rRNA. ™ Bactorokdetes
Puimar medi relaliv de Numar mediu relativ de copil genetice flog10) 0 Enterobactedacese
copd genetice (log10) oE
12,00 »Eb
. Frmicutes

10,00

8,00 {
6,00
400 1§
200

0.00

-2,00

Jig 4. Prevalenta grupelor bacteriene, evgl
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Rezultatele privind screeningul APEC prin mPCR la cele doua loturi experimentale de

pui crescuti in conditii de ferma comerciala.

Tabel 8
Rec (1 zi) Rec 11 (14 zile) Rec 111 (28 zile)
ompA iss fimH ompA iss fimH ompA iss fimH
H1 4. annua | 0/10 0/10 0/10 10/10 | 9/10 | 10/10 | 10/10 | 9/10 10/10
H2 Martor 0/10 0/10 0/10 8/10 5/10 | 8/10 10/10 | 9/10 10/10

i
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2. REVENDICARI

Aditivul furajer pe bazi de Artemisia annua varietatea germanad hibrid A3 se utilizeazi
pentru profilaxia coccidiozei la puii de carne, ca alternativi la coccidiostaticele clasice
pentru sistemul ecologic si clasic industrial de cresetere §i promotor natural de
crestere.

Aditivul furajer se obtine prin uscarea artificiald cu aer cald la temperatura de 40-50°C
a plantei, urmati de méruntire i micinare obtindndu-se o pulbere fina.

Aditivul furajer pe bazid de Artemisia annua varietatea germand hibrid A3 se
incorporeaza in furaj in doza de 3,5 kg/tona de furaj in procesul tehnologic obisnuit.
Aditivul furajer definit la revendicérile 1, 2 si 3 imbunititeste rata de conversie a
furajului la puii broiler avand calitate de promotor natural de crestere.

Aditivul furajer definit la revendicérile 1, 2 si 3 se caracterizeaza prin aceea c3 se
obtine prin manopere simple, costuri reduse, este natural, fira efecte secundare asupra
starii de sindtate a puilor de carne, este imunostimulator usor §i fard reziduuri in

carcasa puilor care si afecteze consumatorul uman.
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