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Summary

Evaluation of toxicity of stimulators in a biological test
on chick embryos

Three antibiotics (avoparcin, flavomycin and wirginia-
mycin) used as fodder additives for poultry were compared.
The antibiotics were injected into the yolk sac of six-day-old
chick embryos. Gross lesions in dead embryos, hatching,
total protein content, activity of AIAT, AspAT, AP, BUN
and uric acid were examined in chickens. Wirginiamycin
appeared to be the most toxic for chick embryos. Avoparcin
and flavomycin damaged lever and kidneys in dead em-
bryos and affected down in hatched chickens. Avoparcin
decreased hatching by 16.7%. A decreased serum activity
of AspAT, BUN (p<0.05) and uric acid (p<0.01) may reflect
strong disturbances of cell metabolism. Flavomycin disturbed
the hatching schedule and lowered hatching by 24.71%.
The increased AIAT (p<0.05) in chicken sera reflects liver
damage.

Préby biologiczne przeprowadzane na zarodkach ptakow
naleza do czutych dzieki braku mozliwosci wydalania toksyn
na zewnatrz jaja. Metody te uzywano miedzy innymi do te-
stowania kokcydiostatykow (2), wykrywania toksyn pasozy-
6w (7), oceny teratogennego wplywu toksyn grzybiczych (5,
19), zanieczyszczen paszowych (3), a takze chemicznych do-
datkéw do pasz (18).

W obszernej pracy Verretta i wsp. (18) nie uwzgledniono
antybiotykéw stymulujacych wzrost, kiére sg istotnym sktad-
nikiem paszy. Z wielu powodow preparaty te powinny by¢
wymieniane przynajmniej co 20 lat (4). Z 5 dopuszczonych
i zarejestrowanych w kraju stymulatordw Zn-Bacytracyna juz
ulega przedawnieniu, natomiast avilamycyna produkt lermentacji
Streptomyces viridochromogenes jest preparatem najnowszej
generacji. Z pozostalych uzywane sa awoparcina, antybiotyk
elikopeptydowy otrzymany w procesie fermentacji szczepu
Streptomyces candidus (8, 9). flawomycyna antybiotyk gli-
kolipidowy wytwarzany przez szczep Streptomyces bambergien-
sis i Streptomyces ghanaensis (4, 16, 17) oraz wirginiamycyna
— peptolipidowy antybiotyk syntetyzowany przez Strepromyces
virginiae (1, 13, 14. 15). Wszystkie wymienione zwiazki spel-
niaja wymagania stawiane antybiotykom paszowym (4. 12).
Stosowane zgodnie z przeznaczeniem uznane sq za bezpieczne
dla ptakow. Srodowiska i produktu spozywczego. Badania na
ptodach ssakéw nie wykazaly dzialania teratogennego (1. 8, 9).

Celem badari byta poréwnawcza ocena trzech stymulatorGw
wzrostu w zaproponowanym tescie biologicznym na zarodkach
kurzych dla wskazania antybiotyku do wymiany w pierwszej
kolejnosci.

#) Praca finansowana przez KBN (proj. bad. nr 50102110023).

Material i metody

Do testow poréwnawczych uzyto 3761 6-dniowych zarod-
kow kurzych. Jaja pochodzity od kur Starbro w 24 tyg. niesno-
$ciilezone byly w aparacie Reform Poldrob D-108 i Atlas 180.

Grupe I stanowito 720 zarodkéw, ktérym w ostrym koncu
jaja wstrzyknigto awoparcing do biatka gestego wg metody
podanej wezesniej (3). Do kazdego jaja podano 10-krotna daw-
ke maksymalna wg przyjetych ustaleri (4) przeznaczona dla
pisklat. Antybiotyk zawieszono w 0,1 ml PBS z przeznacze-
niem do spozycia przez zarodki per os migdzy 12-14 dniem
embriogenezy.

Grupe II stanowity 723 zarodki, ktére w analogiczny sposoh
otrzymaly flawomycyne. Do grupy III zaliczono 722 zarodki,
kt6rym analogicznie podano wirginiamycyng. Grupa I'V obej-
mowata 718 zarodkéw, ktérym wstrzyknieto 0.1 ml PBS dla
kontroli strat spowodowanych zabiegiem. Grupa V (kontrola)
objela 878 zarodkéw i byla przeznaczona do oceny zdolnosci
wylegowej jaj. Na czas zabiegu zostata schiodzona do tempe-
ratury pokojowe;j.

Przekiadu do komory klujnikowe]j dokonano w 456 godzinie
inkubacji po nakluciu pierwszych jaj. Diagram legu i klucia
(liczbe wylggtych pisklat lub naklutych skorup w danym prze-
dziale czasu) przeprowadzono co 6 godz. wg metod podanych
wezesniej (10, 11). Wylgg uznano za zakoticzony w 504 godz.
inkubacji. W obu diagramach proces wylegania i nakluwania
skorup rozpatrywano w 3 etapach: 1. do wylegu lub naklucia
pierwszych 10% jaj; 2. etap gtowny najlepiej synchronizowa-
ny, w kiérym nakluwa sic lub wylgga nie mniej niz 50%
pisklat: 3. w ktérym nakluwajg sie i wylegaja ostatnie pisklgta.
Wyniki wylegu, brakowanie pisklgt oraz zamieranie zarodkow
w komorach legowej 1 klujnikowej podano w procentach w
stosunku do naktadu 6-dniowych zarodkéw, Zarodki zamarte
podano rutynowej analizie embriopatologicznej metoda stosowa-
na poprzednio (3). Opis najbardziej charakterystycznych zmian
anatomopatologicznych uzupetniono liczbowa dokumentacja
powtarzajacych sig zmian w poszczggblnych zarodkach. ktorg
opracowano statystycznie metoda y~. Dane liczbowe przedsta-
wiono w procentach w stosunku do naktadu zarodkow.

Mase ciata wylezonych pisklat okreslono w chwili wylegu.
Réwnoczesnie od 10 pisklat z grup L II 1II i IV pobrano
surowice i oznaczono standardowymi metodami (6) poziom bial-
ka calkowitego (g/dl), aminotransferaze alaninowg — ATAT
(IU/L), aminotransferaze asparaginowq — AspAT (TU/L), fo-
sfataze alkaliczna (IU/dl), mocznik — BUN (mg/dl) i kwas
moczowy (mg/L). Wyniki badai biochemicznych oceniono
statystycznie testem t-Studenta. .

Wycinki watroby i nerki wylgzonych pisklat poddano kon-
troli histopatologicznej. Skrawki utrwalono w 5% formalinie i
barwiono metoda H-E.

Wyniki i omdéwienie

Podanie antybiotykéw do biatka w celu spozycia ich przez
zarodki droga per os miato stanowi¢ najbezpieczniejsza droge
podania w poréwnaniu do dozéttkowej stosowanej przez Ver-
rett i wsp. (18) dla dodatkéw paszowych.
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Tab. 1. Zamieranie zarodkéw, brakowanie, wyleg (%)
i masa ciata pisklat (g)

‘ Zamieranie zarodkow Piskleta
Grupa | po ‘ w komorze I masa ciata
- - — ————— brakowanie | wyleg
zabiegu | N . _
Icgoweji klujnikowej X SD
I | 653 2.50 24,72%* 9,72*% | 56.53** |41.80] 3,26
I 7.19  5,39%* 22.41%* 17,02%% | 47.99%* 46,50 3,71
111 2,22 4,57 9.14 3.60 80,47 46,47 | 4,49
v 6.27 237 14.21%* 4,45 72,70%% 44,20 3,41
Vv 0.23* iZ.OS 10.14 5.35 82.23 45,93 3.63

Objasnienia: * — réznica istotna w poréwnaniu do kontroli przy p £ 0,05,
#* _ przy p < 0,01, ¥ — zarodki zamarle 6-7 dnia inkubacji.
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O szczyt nakluwenia skorup
@ szczyt wylegu pisklat
* wszystkie kiucia i iggi przed brakowaniem

Ryc 1. Diagram klucia i wylegu (%)

Z badati wynika, ze §miertelnos¢ zarodkéw moze byé réwnie
wysoka (tab. 1), a sam zabieg obciaza mniej probe biologiczna
niz iniekcja dozéttkowa (2, 5).

W ocenie poréwnawczej badanych preparatéw tylko wir-
giniamycyna (grupa III) nie obnizyla wskaZznikéw wylegu
(tab. 1), ktére wynosily 80,47% (w grupic kontrolnej nie
traktowanej 82,23%), réwnocze$nie chroniac straty na skutek
zabiegu (kontrola zabiegu z PBS 72,7%). Nie zakiécita dia-
gramu legu (ryc. 1) i spowodowata niewielkie uszkodzenie
odpadu powylegowego (tab. 2) ograniczone do nizszej masy
ciala u 2.49% embrion6éw (p<0,01). Znamienne jest, ze zarodki

tej grupy spozyty biatko w prawidtowym czasie. W niewielkiej
liczbie skorup (3,32%) znaleziono zaledwie jego §lad. Nato-
miast w grupie I (awoparcina) i grupie II (flawomycyna)
odnotowano podobne straty w legach (tab. 1). Wyleg w grupie
I wynosit 56,53% (p<0,01), przy 9,72% brakowaniu pisklat,
w grupie II byt jeszcze nizszy ksztaltujac si¢ na poziomie
47,99% (p<0,01) na skutek wynoszacego 17,02% brakowania.
W grupie I smiertelno$¢ zarodkéw przesuwala si¢ gtéwnie
na koficowy etap inkubacji. Natomiast zarodki grupy II ginety
we wszystkich etapach lggu. Zarodki obu tych grup nie spo-
zywaty biatka w catosci, bowiem w skorupach powylegowych
pozostawaly znaczne jego ilosci, w ponad 17% jaj (tab. 2).
Obraz. anatomopatologiczny obu grup byt zréznicowany. W
grupie 1 obserwowano znaczny obrzek nerek z wyraZng ten-
dencja do skazy moczowej. Odnotowano takze atrofie watroby.
Tylko 27,39% zarodkéw uznano za prawidtowe. W grupie
tej stwierdzono takze statystycznie istotne obnizenie aktyw-
no$ci AspAT, ktorej towarzyszyl réwnoczesny spadek kon-
centracji kwasu moczowego i mocznika (tab. 3). Precyzyjna
interpretacja uzyskanych wynikéw biochemicznych jest trud-
na, niemnicj moga one wskazywac na daleko idace uszkodzenie
metabolizmu watroby i nerek, a szczegélnie o zahamowaniu
przemian metabolicznych puryn. W dostgpnej literaturze brak
jest potwierdzenia tego zjawiska u ptakéw. Uzyskane wyniki
pozwalaja sadzié, ze awoparcina moze by¢ najbardziej kon-
trowersyjnym stymulatorem wzrostu dla ptakéw. Mimo tych
wynikéw diagramy lggu nie zostaty zakidcone (ryc. 1). Masa
wylezonych pisklat byta natomiast najnizsza (41,8 g+3,26)
ze wszystkich badanych grup (tab. 1). Piskleta byly drobne
o krétkim, Zle wyksztalconym puchu.

Flawomycyna (grupa 1I), ktéra doprowadzita do rdéwnie
wysokich strat w lggach (tab. 1) jako jedyna odksztalcita oba
diagramy, przedtuzajac 2 etap klucia o 6 godz., a synchroni-
zacje wylegu (51,16%) uzyskano dopiéro w ostatnim etapie
(ryc. 1). W grupie tej tylko 9,79% zarodkéw mozna byto
uznaé za prawidlowe (tab. 2). Obserwowano obrzeki watroby,
wybroczyny w nerkach oraz pekanie naczyi wieficowych ser-
ca. W surowicy wylezonych pisklat zanotowano wzrost A1AT
— aminotransferazy alaninowej (tab. 3), co jest powszechnie
uznanym wyktadnikiem uszkodzenia watroby. Pisklgta te wy-
kazywaty podobnie jak w grupie I niedorozwdéj puchu. Na-
tomiast masa ciala pisklat grupy II i IIT byta wyzsza niz w
grupie I (tab. 1).

Tab, 2. Zmiany anatomopatologiczne zarodkéw zamartych (%)

Rodzai . I Il i v \%
e [ Awoparcin Flawomycin Wirginiamycin PBS Kontrola
Wady ulozenia 9.86 8,44%* 5.40 543 JRxk
Zahamowanie W 1ozwoju 6,53+ 9,4%# 2,49*% 1,89%* 0,45**
woreczka zétciowego 9 BG** 9,26%* 4,99%= 7,94 6,15%*
Retencja  — — = =

I biatka 17,78+ 17.01%+* 3,32 223 2,16%*
Oddychanie ptodowe 44 4,43%% 291 3.76 2,28%*

: naczyd krwionosnych 7,08 10,10%* 1.52 1.81 1.02%
Uszkodzenie | nerek 8. 47 4 43+ 1,25%+ 0.14 0.11%%
| watroby 347 277 0 0.14 0.22%%

Zarodki zamarte prawidiowe | 27.39 9,79 35,00 60.81 62,85

Objasnienia: jak w tab. 1.
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Tab. 3. Ksztaltowanie sie parametréw biochemicznych u pisklat (n = 10, X £ SD)

Grupa Biatko catkowite AIAT AspAT BUN Kwas moczowy Fosfataza alkaliczna
(g/dl) (Iu/m (Tu/m (mg/dl) (mg/dl) (Iumy

I 1.42 £ 0.40 134 £ 25 1542 + 16,8% 8,11 £ 1,61* 4,04 £ 1,86%* 1188 + 3782

I1 1.78 + 04! | 214 + 51% 1954 + 42,9 10,55 = 3.81 7,66 = 4,87 1561 + 735.9

i 1.61 £ 046 i 153 £ 48 1764 + 28,9 1022 + 2,43 7,72 £ 479 1358 + 462.5

| !

V_ 1.53 £ 038 | 149 £ 5.2 182.7 = 31.8 12,0 £ 3,26 7,88 = 1,93 1338 + 529.2

Kontrola |

Objasnienia: jak w tab. 1.

W zadnej grupie nie obserwowano dziafania teratogennego.
Verrett i wsp. (18) oraz Vesely 1 wsp. (19) uwazaja odksztat-
cenia morfologiczne za wazny element proby biclogicznej na
zarodkach. Nie ma mozliwosci sprawdzenia powyzszg metoda
dziatania onkogennego. Tokosova (15) obserwowata po wir-
giniamycynie wzrost zachorowan na chorobg Mareka u kurczat
co wymaga osobnych badan.

Badanie histopatologiczne watroby i nerek wylezonych pis-
klat nie ujawnito uszkodzend patomorfologicznych.

Na podstawie przeprowadzonej préby biologicznej na za-
rodkach toksycznos¢ badanych stymulatoréw wzrostu mozna
przedstawi¢ w nastepujacej kolejnosci: awoparcina, flawomy-
cyna i wirginiamycyna.

Pismiennictwo

1. Allen P. C.: Avian Dis. 36, 852, 1992,
Atef H., Shalaby A. A.. Khafagy A.. Abo-Norage A Dt trierarztl, Wschr
96, 285, 1989
3 Borzemska W.. Kosowska G.. Malec H., Piusiiiski W.. Niezgoda J.. Malec
L.: Medycyna Wet. 47, 366, 1991

tD

4. Dodatki paszowe w Zywieniu drobiu. Praca zbiorowa, PAN Jabtonna, 20.
1994.

5.Harvey R. B., Kubena L. F., Nagi S. A., Gyimah J., Corrier D E., Panigrahy
B., Philips T. D.: Avian Dis. 31, 787, 1987.

6.1SCC Espert Panel of Enzymes —Part 3: J. clinical chemistry Clin. Biochem.
24, 481, 1986

7. Kadtubowski R, Blaszkowska J.: Wiad. parazyt. 38, 31, 1992,

8. Kirchgessner M., Roth F. X.: Arch. Geflugelk. 46, 36, 1982.

9. Lesson S., Sumers J. D., Ferguson A. E.: Can. ], Anim. Sci. 60, 275, 1980
10. Malec H.: Diagram czasu wylegu pisklat kurzych przy zaklGceniu natu-
ralnej synchronizacji klucia. Etologia Drobiu wyd. 1Z Krakéw, 1988
L1. Malec H., Borzemska W., Malec L.: Roczn. Nauk roln. B, 106, 93, 1990

12. Mazurczak J.. Harenza T.: Medycyna Wet. 32, 577, 1977.

13. Tokosova M.: Vet. Med. Praga 34, 51, 1989.

14, Tokosova M.: Vet. Med. Praga 34, 107, 1989.

15. Tokosova M.: Vet. Med. Praga 35, 105, 1990

16. Tuller R,: Arch. Geflugelk. 33, 351, 1969.

17. Turek F.: Wien, tierarzt!, Machr. 60, 95, 1973

18, Verrett M. J.. Scott W, F., Reynaldo E. F., Alrerman E. K., Thomas C. A.:
Toxic. appl. Pharmac. 56, 265, 1980

19. Vesely D., Vesela D.: Vet, Med. Praga 36, 175, 1991.

Adres autora: prof. dr hab. Wanda Borzemska, ul. Perzynskiego 8
m. 18, 01-872 Warszawa

ANTONINA SOPINSKA, HANNA LUTNICKA, LESZEK GUZ

Wplyw permetryny na uktad odpornosciowy karpi

Katedra Choréb Ryb i Biologii Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Summary

The influence of permethrin on the immune system of the
carp

The studies were done on 90 carps Ki of a 60-80 g
weight exposed to permethrin at a concentration of 0.3 ug/L
of water for 28 days (group 1) or 11 ug/L for 14 days
(group 2). Immunological examinations were done with
the blood of fish in group 1 after 4, 7, 14, 21, and 28 days,
and in group 2 after 4, 7 and 14 days after the use of
permethrin. Immunological examinations were performed
after 7 and 14 days from the end of permethrin action.
Group 3, untreated, served as a control.

It was found that permethrin at a concentration of
0.3 ug/L significantly decreased metabolic activity of neu-
trocytes and the level of blood lysozyme after 28 days of
exposure. Permethrin at a concentration of 11 pig/L caused
death of about 50% of the examined individuals after 14
days exposure. Granulocytosis, monocytosis and unphy-
siological nuclear division in neutrocytes and lymphocytes
were noted. During the whole period a significantly de-

creased metabolic activity of neutrocytes and blood plasma
lysozyme level were observed. After transport of the fish
into clean water, the examined parameters returned to
physiological value in group 1 after 14 days, while in group
2 all the parameters had lower values than those in the
control group.

Syntetyczne pyretroidy odznaczaja si¢ duza sita toksycznego
oddziatywania na wigkszo§¢ organizméw zywych. Sposréd
wielu nalezacych do tej grup pestycydéw na szczeg6lna uwage
zastuguje permetryna, szeroko stosowana jako srodek owa-
dobdjczy, ktéra podczas opryskiwania pél dostaje si¢ do wéd
powierzchniowych. Jej toksyczne dzialanie na ryby, a takze
inne organizmy zamieszkujace srodowisko wodne wynika za-
réwno z bezposredniego oddziatywania substancji macierzy-
stej, jak réwniez produktéw jej degradacji, kidre okazaly sie
bardziej toksyczne dlaryb niz sama permetryna (6, 16). Dlatego
tez, pomimo prac wskazujacych na niewiclka trwalosc per-
metryny jako insektycydu (16) nalezy si¢ spodziewac, ze w
¢érodowisku wodnym wystapi jej przedtuzone dzialanie poprzez



