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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.
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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
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toksyczne produkty degradacji, a takze poprzez synergistyczne
oddzialywanie permetryny ze swymt produktami biotransfor-
macji (16). Szczegétowo poznano przemiany tego insektycydu
u niektérych ptakéw i ssakéw (3, 5) oraz okreslono jego
toksycznosé dla tych zwierzat. Poznano réwniez efekt supre-
syjnego dziatania permetryny na uktad odpornosciowy zwie-
rzat i ludzi (4, 11, 12, 20, 22, 23).

Badania nad wplywem permetryny na organizm ryb naleza
do bardzo nielicznych (14). Dotycza one giéwnie wpltywu
tego zwiazku na podstawowe parametry hematologiczne (1).
Dlatego tez celem pracy bylo poznanie wplywu permetryny
na obraz biatokrwinkowy karpia oraz na aktywno$¢ obronna
tych krwinek.

Materiat i metody

Badania wykonano na 80 karpiach K o masie 60-80 g. Ryby
poddano dziataniu insektycydu Ambusz 25 EC produkcji Za-
ktadé6w Chemicznych ,,Organika-Azot” w Jaworznie, ktéry
zawiera 25% permetryny. Dawki czystej permetryny w zasto-
sowanym insektycydzie wynosity: 0.3 pg/l i 11 pg/l wody.
Obliczono je na podstawie danych pismiennictwa wedtug kto-
rych podczas jednorazowego opryskiwania pdl permetryna w
ilosci 17.5 g/ha. do wdéd powierzchniowych lezacych w odle-
gtosei 1-1,4 km od miejsca oprysku przenika do wody od 0,07
do 2,5 ug/t wody tego zwiazku (9). Po zastosowaniu powszech-
nie uzywanej w Polsce dawki permetryny wynoszacej 75 g/ha
nalezy przypuszczaé, ze zawarto$¢ tego preparatu w wodach
powierzchniowych wynosi¢ powinna odpowiednio 0,3 pg/l i
11 ug/l wody. Przyjety w doswiadczeniu czas dziatania prepa-
ratu na ryby, 14 1 28 dni, wynikat z braku doktadnych danych
utrzymywania si¢ preparatu w wodzie. Na podstawie danych
uzyskanych z ,,Monitoringu pestycydéw™ wiadomo, ze czas
rozpadu permetryny w glebie do produktéw nieszkodliwych
trwa do 1 miesiaca (24). Ryby podzielono na 3 grupy doswiad-
czalne: grupe 1, stanowito 30 ryb, ktére poddano dziataniu
permetryny w dawce 0,3 pg/l wody przez okres 28 dni; grupg
2, stanowito 30 ryb, ktére poddano dziataniu permetryny w
dawce 11,0 pg/l wody przez okres 14 dni; grupe 3, stanowito
20 ryb kontrolnych, ktére nie zostaty poddane dziataniu per-
metryny. Zaréwno w grupie 1 jak i 2 co drugi dzieri woda byta
zmieniana 1 kazdorazowo byt dodawany swiczy roztwar per-
metryny w poszczegdlnych stosowanych w pracy dawkach. Po
zakoriczeniu dziatania permetryny na organizm ryb karpie prze-
niesiono do wody czystej. Ryby podczas catego okresu do-
$wiadczenia byty poddane cigglej obserwacji klinicznej. U ryh
$nietych wykonano badanie sekeyjne. Krew do badan immu-
nologicznych od ryb w grupie 1 pobierano po 4, 7, 14, 21, 28
dniach a w grupie 2 po 4, 71 14 dniach od zadania permetryny.
Po zakofriczeniu dziatania permetryny, u ryb obu grup doswiad-

czalnych kontynuowano badania immunologiczne pobierajac
krew po 71 14 dniach. Od ryb grupy kontrolnej pobierano krew
3-krotnie, w 4, 14 1 28 dniu od rozpoczecia badard. W pobranej
krwi od ryb doswiadczalnych 1 kontrolnych wykonywano oz-
naczenia liczby leukocytéw i neutrocytéw w 1 pl krwi wg
ogdlnie przyjetych metod. Rozmazy krwi barwione metoda
May-Grunwalda, stuzyty zaréwno do obliczania liczby neutro-
cytéw, jak réwniez do obserwacji zmian zachodzacych w obrazie
krwi. Wykonywano takze oznaczanie aktywnosci metabolicznej
neutrocytéw testem NBT (19), poziomu lizozymu w surowicy
krwi metoda spektrofotometryczng (17) oraz rozdzialy elektro-
foryczne biatek surowicy krwi. Zastosowano elektroforezg dys-
kowa w zelu poliakrylamidowym wg metody opisanej przez
Laemliego (10). Uzyto 10% zelu o pH = 8,9 oraz buforu
elektrodowego Tris-glicyna 0.192 M o pH = 8,3. Rozdziat
prowadzono w ukladzie z SDS stosujac nateZenie pradu rowne
30 mA. Do oznaczenia mas czasteczkowych uzyskanych bia-
tek uzyto standardéw f-my Sigma (MW-SDS-200). Zele bar-
wiono roztworem Coomassie Brillant Blue R-250 po czym
odbarwiono mieszanina kwas octowy : metanol : woda w sto-
sunku 1 : 4 : 5. Analizg profiléw biatkowych przeprowadzono
na densytometrze GS 300 f-my Hoefer.

Uzyskane wyniki liczbowe poddano analizie statystycznej
testem t-Studenta.

Wyniki i omoéwienie

W | grupie doswiadczalnej (0,3 ng permetryny/l) wszystkie
ryby przezyly okres doswiadczenia podczas ktérego nie wy-
kazywaly objawéw nieprawidtowego zachowania. W 2 grupie
doswiadczalnej (11 pg permetryny/l) bezposrednio po podaniu
permetryny ryby zachowywaty si¢ nieprawidlowo, wykazy-
waty wyraZne zaburzenia rownowagi a nastgpnie opadly na
dno gdzie lezaly na boku (20 ryb). Obserwowano réwniez
zwolnione ruchy wieczek skrzelowych. W 14 dniu dziatania
permetryny usneto 8 karpi spoéréd 30. W zwiazku z tym
zakonczono dalsze podawanie Srodka toksycznego. Po prze-
niesieniu karpi do wody czystej usnely dalsze 4 sztuki. Pozostate
ryby nadal lezaty na dnie akwarium. Do korica obserwacji
(14 dni po zakoriczeniu dziatania permetryny) liczba ryb nie
ulegla zmniejszeniu, wystapit u nich powolny powr6t do pra-
widlowej pozycji. Do kofica do§wiadczenia obserwowano jed-
nak zwolnione ruchy wieczek skrzelowych i ostabiona reakcje
na bodZce zewng¢trzne.

U ryb énietych podczas badania sckcyjnego stwierdzono
przekrwione skrzela koloru ciemnoczerwonego, natomiast w
narzadach wewnetrznych powi¢kszona watrobg o kruchej kon-
systencji koloru gliniasto-zielonkawego z nadmiernie wypet-

Tab. | Wartosci badanych wskaznikéw odpornosci nieswoistej karpi podczas i po dziataniu permetryny (x +s)

w dawce 0.3 ug/i wody (grupa 1) i 11 pg/l wody (grupa 2)

Leukocyty x 10° p]" | Neutrocyty X 10° ul" NBT (ng) Lizozym (pg/ml)
Czas (dn1)
grupa | grupa 2 grupa | | grupa 2 grupa | grupa 2 grupa | grupa 2
4 | 44,60 3.6 | 3250%| 36 | 462 | 0.8 | 8,78* 1.4 18.50* 1.4 14,56* 1.8 | 0,57 0.04 | 1,11% 0,10
7 | 47.80 3,2 122,50% 1.8 | 4.46 | 06 |647% 0.8 | 35.90 2:9) 15,90* 1,6 |0,72* 0.03 | 0,33* 0,06
dziatania —— } I N e i p 3
permetryny 14 42,50 3.5 | 15.25¢ 26 | 5,01 1 |583 | 0.3 | 41.,00*% 1.8 17,90 23 10,70 0.05 | 0.50* | 005
211 35.75 6.7 | 4,20 0.5 55.15* 24 045 0.07 |
28| 4250 | 4.2 1.01# l 0.4 17.80% 2.6 0.35 0,06
po dzialaniu 7 | 46.75 3.8 |17.50%| 24 |233* | 04 L,80% [.1 | 42,50% 36 7,60* 1,2 | 036% 0,04 | 0,20%* 0,04
permetryny | 14| 3750 22 [1850*%| 2.6 | 1.82% | 0.3 | 1,70* 02 | 4840*% 44 8,03* 1.5 | 0,23* 0.02 | 033* 0.02
Kontrola P 4490 (4.6 4.50|0_8 32,60 (2,8 0,52 { 0,05

Objasnienie: * — réznica istotna przy p < 0,05



Medycyna Wet. 51 (12) 1995

749

nionym woreczkiem zéiciowym oraz znacznie powiekszona
sledzione 1 nerki.

Wyniki badaii immunologicznych podczas 1 po dziataniu
permetryny przedstawia tab. 1.

W 1 grupie do§wiadczalnej po podaniu permetryny w dawce
0,3 pg/l wody nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic
w liczbie leukocytéw w poréwnaniu z grupa kontrolna (tab. 1).
Natomiast u ryb w 2 grupie do$wiadczalnej obserwowano
poczawszy od 4 dnia badania statystycznie istotnie nizsze
wartosci liczby leukocytéw w poréwnaniu z rybami grupy kon-
trolnej. Podobne zmniejszenie liczby leukocytdw obserwowano
po dtugotrwatym dzialaniu permetryny u ssakéw (13, 18).

Liczba neutrocytéw u ryb grupy 1 ulegta statystycznie istot-
nemu obnizeniu w 28 dniu dzialania permetryny na organizm
ryb i utrzymywala si¢ po przeniesieniu ryb do wody czystej.
Zaréwno w 7 jak i 14 dniu po ekspozycji ryb na permetryng
nie obserwowano powrotu do normy. U ryb grupy 2 we wszy-
stkich okresach badania wystapit statystycznie istotny wzrost
liczby neutrocytéw w 1 pl krwi.

W obrazie krwi u ryb grupy 2 obserwowanym na wybar-
wionych rozmazach stwierdzano duzg liczbg granulocytéw i
monocytéw. Liczne monocyty bytv znacznie powigkszone z
cytoplazma silnie zwakuolizowang i jadrami o zatartych gra-
nicach z rozrzedzona chromatyna, nickiedy ze zwyrodnieniem

Ryc. 1. Monocyty z cytoplazmg silnie zwakuolizowana, jadrami
powigkszonymi o zatartych granicach z rozrzedzona chromatyna

R

2

. Neutrocyty z nietypowym jadrem wieloptatowym

Ryc. 4. Neutrocyty ze zmianami degeneracyjnymi jadra

S

Ryc. 5. a — promielocyty ze zmianami degeneracyjnymi jadra,
b — erytrocyt z cytoplazma niedobarwliwa i obecnoscia wakuoli

b o
i g

Ryc. 6. a — neutrocyt z nietypowym jadrem wieloplatowym,
b — limfocyty z jadrami podzielonymi
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wodniczkowym (ryc. 1, 2). Wsréd granulocytéw (promielo-
cytéw i neutrocytéw) obserwowano krwinki z nietypowymi,
wicloptatowymi jgdrami lub z jadrami w znacznym stopniu
ulegajacymi rozpadowi (ryc. 3-6). Obserwowano réwniez duzy
procent limfocytéw z jadrem podzielonym (ryc. 6). Niektorzy
autorzy obserwowali wzmozone podzialy komérkowe w ho-
dowli limfocytéw ludzkich poddanych dziataniu pyretroidéw
(2, 21). Takze u niektérych roslin (groch, cebula) poddanych
dzialaniu tych zwiazkéw obserwowano réwniez zwiekszona
liczbe komorek dzielacych sie¢ w tkance tworczej stozkéw
wzrostu (7, 8).

U ryb 1 grupy doswiadczalnej w 14 i 2] dniu dziatania
permetryny aktywno$¢ metaboliczna neutrocytéw byla statys-
tycznie istotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej. W 28 dniu
dziatania permetryny nastapit spadek tej wartosci, za$ po prze-
niesieniu ryb do wody czystej aktywno§¢ metaboliczna tych
komdérek wzrosta statystycznie istotnie w poréwnaniu z grupa
kontrolng (tab. 1). U ryb grupy 2 podczas catego okresu do-
$wiadczenia obserwowano statystycznie istotny spadek aktyw-
nosci metabolicznej neutrocytéw. Ilo§¢ formazanu NBT w
komérkach zmniejszata sie wraz z czasem obserwacji. Przenie-
sienie ryb do wody czystej nie spowodowato powrotu aktyw-
nosci komérek do wartosci prawidlowych. Uzyskane niskie
wartosci NBT przy obserwowanej wysokiej granulocytozie i
monocytozie sugeruja niesprawny uktad enzymatyczny tych
komérek, uszkodzony prawdopodobnie przez dzialanie per-
metryny. ObniZenie aktywnosci fagocytarnej obserwowano
réwniez u owiec po 5 tygodniowym stosowaniu pyretroi-
dow (13).

Poziom lizozymu w surowicy krwi byt u ryb grupy 1, w
7 i 14 dniu dziatania permetryny statystycznie istotnie wyzszy
niz w grupie kontrolnej. Po przeniesieniu ryb do wody czystej
obserwowano jego spadek (tab. 1). U ryb grupy 2 z wyjatkiem
pierwszego terminu badaii (4 dni) w ktérym wystapit statys-
tycznie istotny wzrost poziomu lizozymu, w nastgpnych okre-
sach badan kazdorazowo stwierdzano statystycznie istotnie
nizsza warto$¢ lizozymu niz w grupie kontrolnej.

Analiza profiléw biatkowych surowicy krwi wykazala, ze
w 2 grupie ryb stwierdzono w 7 dniu do§wiadczenia obecnosé
dodatkowego bialka (ryc. 7) o masie czasteczkowej 40 431
Da, ktére utrzymywato sie do korica doswiadczenia. Uzyskany

a. [Tp [ masa czasteczkowa /Da/
] 205000

1

z 116200
3 37600
L 59000
5

§

L5000
29000
A043T

Ryc. 7. Profile biatkowe surowicy krwi karpi po dzialaniu permetryny
w dawce 11 pg/l wody uzyskane w 4 daniu (a) i 7 dniu (b) do$wiadczenia

wynik jest trudny do interpretacji, wymagalby bowiem dal-
szych doktadnych badaf biochemicznych.

Wnioski

1. Obecnosé permetryny w wodach powierzchniowych wy-
nikajaca ze stosowania jej podczas opryskiwania pdl, w jej
najnizszym stezeniu (0,3 pg/l) wykazuje dziatanie immunosu-
presyjne dopiero po 28 dniowym okresie oddzialywania, zas
w stezeniu najwyzszym (11 pg/l) juz po 4 dniu dziatania.

2. Reakcja uktadu krwiotwérezego ryb poddanych dziataniu
permetryny objawia si¢ nasilona neutrofilia 1 monocytoza oraz
wzmozonymi podzialami jader tych komérek. Jednakze niska
aktywno$¢ metaboliczna komdrek fagocytujacych stwierdzana
testem NBT oraz obnizony poziom lizozymu Swiadcza przy-
puszczalnie o uszkadzajacym dzialaniu permetryny na uklad
enzymatyczny tych krwinek.

3. Po ustapieniu skazenia wywotanego obecnoscia perme-
tryny, czas powrotu ryb do stanu normalnej aktywnosci ob-
ronnej jest uzalezniony od stezenia tego preparatu w wodzie.
Przy niskim stezeniu (0,3 pg/l) wystepuje on juz po 7 dniach,
za§ przy duzym steZeniu (11 pg/l) nie obserwuje si¢ go nawet
po 14 dniach. Nalezy przypuszczac, ze podobna reakcja uktadu
obronnego ryb wystepuje w skazonym §rodowisku naturalnym,
w ktérym wystepuja zblizone zakresy stezen permetryny.

4. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczac, ze u ryb 2y-
jacych w §rodowisku naturalnym skaZonym permetryng wskutek
ostabienia aktywnos$ci immunologicznej wzrasta stan zagro-
zenia i podatno$¢ na choroby.
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