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Summary

Studies on Inosine pranobex embryotoxicity in bio-
logical test on chicken embryos

A modified biologica| method using chicken embryos
for the assessment of toxicity of the drug Inosine
pranobex (made by Ewopharm - group I or Polfa -
group II) was developed. The drugs at a dose of 50
mg/kg of body weight were injected into the while of
an egg of embryos at the 6th day of embryogenesis.
No teratogenic effects were found. Both drugs showed
significant differences in embryotoxicity compared
with the control group in favour of the drug made
by Ewopharm. The differences were associated with
hatching indices (59.887o in group I and 37.9Vo in
group II), the deviation of the hatching diagram
towards its delay and the pro|ongation of hatching
time from pipping the shell to the disengagement
from it. It was found that the drug of higher toxicity
caused a delay of the process of embryogenesis;
oedema of livers and kidneys were noticed as well.
In chicken of group II a significant increase of alkaline
phosphatase in the blood was also observed.

Próby biologiczne przeprowadzane na zarodkach pta-
ków nalezą do szczególnie czułych z powodu braku
mozliwo śc i wy dalania toksyn na zewn ątr zj aj a. Uzyw an o
je do testowania rozmaitych związków chemicznych i
leków (l0), hormonów (7), kokcydiostatyków (ż) oraz
dodatków do pasz i zywności (3, 1ż). Według Vesely'ego
i wsp. (14) testy na zarodkach nadają się do prób po-
równawczych przy ocenie toksyn grzybiczych. W podob-
nych badaniach własnych porównano zakres embriotok-
syczności trzech stymulatorów wzrostu stosowanych
aktualnie w paszach dla drobiu (3).

PreparatInosine pranobe_ł (Isoprinosine), uzyty w prze-
prowadzonym eksperymencie, jest kompleksem 7 czą-
steczki inozyny z 3 cząsteczkami l-(dwumetyloamino)-
-2-propranolo- (4-acetamidobenzoesanu). Sto sowan y jest
w lecznictwie jako immunostymulator i lek przy zwal-
czaniu niektórych infekcji wirusowych (9, 11). Potęguje
on działanie mitogenów w stosunku do limfocytów T i
B oraz wzmaga aktywność interferonu (6).

Celem badań było ustalenie mozliwości zastosowania
biologicznego testu na zarodkach kurzych do róznico-
wania embriotoksyczności leku na przykładzie Inosine
pranobex produkowanego przez dwie odrębne firmy.

Materiał i metody

Do testów porównawczych użyto I99] zarodków, a do próby
pilotowej 200 embrionów 6-dniowych. Jaja pochodziły od kur
rodu Shaver w 6 mies. nieśności, o maksymalnej wylęgowości
w szczycle 87Vo,Lężono je w aparacie halowym Reform Po]-
drób D-108 i Atlas 180, W doświadczeniu pilotowym określo-
no wpływ wzrastających dawek Inosine pranobex na wylęg.
Zastosowano dawkę 50, 100 oraz250 mg/kg masy ciała.

Grupę I stanowiło 486 zarodków, którym między 13ż a 144
godz. inkubacji wstrzyknięto do białka w ostrym końcujaja 0,1
ml wodnego roztworu preparatu Inosine pranobex (Isoprinosi-
ne - Ewopharma, Szwajcaria) w dawce 50 mg/kg m.c. wg
sposobu opisanego wcześniej (2, 3). Tak podany preparat był
sp ozy w any przez zar o dki w r az z białkiem między 1 2- 1 6 dniem
embriogenezy. Grupę II stanowiło 488 zarodków, które w tym
samym wieku otrzymały, w analogiczny sposób, wodny roz-
twór prepara[l Inosine pranobex (Groprinosin - Polfa). Do
grupy III kontrolnej ptzeznaczono 497 embrionów, którym
wstrzyknięto 0,1 ml PBS dla uwzględnienia strat spowodowa-
nych zabiegiem. Grupa IV równiez kontrolna, w której nie
zastosowano zadnego z badanych preparatów, obejmująca 526
zarodków byłaprzeznaczona do oceny zdolności wylęgowej jaj,

Przekładu do komory klujnikowej dokonano w 458 godz.
inkubacji. Diagramy tęgu ilicz-Ua wylęŹonych piskląt w jednóstce
czasu) i klucia (liczba naklutych skorup w jednostce czasu)
przeprowadzono wg metody opracowanej wcześniej (3, 5).
Dodatkowo obliczono diagram czasu wykluwania tj. liczbę
godzin od naklucia do wydostania się pisklęcia ze skorupy
każdego jaja, Wylęg zakończono w 500 godz. inkubacji,

W surowicy 10 piskląt wylężonych zkażdej gtupy oznaczo-
no standardowymi metodami (l) poziom białka całkowitego
(g/dl), mocznika BUN (mg/dl), kwasu moczowego (mg/L) oraz
aktywność aminotransferazy alaninowej AlAT (IU/L), amino-
transferazy asparaginowej AspAT (IU/L) i fosfatazy alkalicz-
nej (IU/dl), Wyniki biochemiczne oceniono statystycznie te-
stem t-Studenta,

Wycinki wątroby, śledziony, nerki i torby Fabrycjusza wy-
lężonych 1 -dniowych piskląt poddano kontroli histopatologicz-
nej. Skrawki utrwalono w 87o formalinie i barwiono metodą
H-E oraz Sudanem III.

Zarcdki zamarle poddano rutynowej analizie embriopato-
logicznej, wynotowując cechy podane w tab, 4. Wskaźniki
wylęgu piskląt orazdane liczbowe dotyczące zamarłych zarod-
ków przedstawiono w procentach w stosunku do nakładu 6-
-dniowych embrionów.x) Praca finansowana przez KBN (proj bad. nr 50l02l l0023).
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W opracowaniu statystycznym dokumentacji liczbowej po-
równano grupy I i II do grupy III testem jednorodności dla prób
różnol,rcznych wg Oktaby (8).

Wyniki i omówienie

W próbie pilotowej preparat Inosine prclnobex podany w

dawce 50 mg/kg m.c. (zalecana dawka lecznicza) obniżył
wylęg wyłącznie w grupie II. Natomiast dawka dwukrotnie
wyższa spowodowała obniżenie wylęgu w obu grupach do-

świadczalłych odpowiednto do 487o w Ii36% w IL Natomiast
przy dawce 250 mg/kg wylęg w obu grupach obniżył się d<l

4Vo. W grupie kontrolnej III wylęg wynosił 80Vo.

W teście biologicznym na zarodkach kurzych stwierdzono
podobnie jak w próbie pilotowej zasadniczę różnice w om-

briotoksyczności preparatu w zależności od jego pochodzenia.
W przebiegu wylęgu piskląt z zarodków 6-dniowych (tab,

1) stwierdzono istotne róznice między grupą I i III i między
grupą II i il, Wylęg w grupie I był o 7,57o ntższy w stosunku

do grupy III (p<0,05) natomiast w grupie II obniżenie wylęgu
wyniosło 30,31Vo w stosunku do grupy kontrolnej (p<0,0l).
W grupie II na uwagę zasługuje także wysoki procent zamar-
łych embrionów (20,9) stwierdzony w 7 dobie inkubacji to
jest24 godz. po inokulacji preparatu Groprinosin - Polfa oraz
bardzo wysokie brakowanie piskląt po wylęgu (20,9Vo).

Wyraźnie odkształcony został diagram lęgu grupy II (p<0,05)

Tab 1 Zamieranie zarodków, brakowanie i wylęg piskląt (7o)

Gruplr

żanłięranie zarodków ;.1.PiskĘia 't

po
w komorże,

wylężone
Ięgowej kłujnikowej

I 9.88 5,76 6,17* 18,3l*x 59.8 8 x

I] 20,70* * 65 1_5,1 6* 20,90* * 37,09 x *

II 1,65 6,04 l0 46 8 4_5 6T,40

IV 190 3,04 o ]) 85;74

Objaśnienia: * istotność różnlc przy p < 0,05, 'k* przy p < 0,0l

Tab 2. Analiza statystyczna diagramów lęgu, klucia i czasu wykluwania
(godz; iis)

Tab. 4. Zmiany anatomopatologiczne zarodków zamarłych (%)

' Rodeaj zmian
Gtupa

I I III Iv

Wady ułożenia 370 q o?x 483 ż,o9

Zahamowanie w rozwoju 1,03 7,38* I2l 0

Retenc.ia
woreczka żółtkowego ż47 697 664 ż,09

białka |,ż3 9,43 l2I 15ż

Oddychanie płodowe I.23 7 38* 11e 0.95

uszkodzenię
naczyó krwionośnych l65 6. I5 *, ) 1l 0.57

narządów miąższowych 4Il 23.9,7* 2żl 0

Odkształcenia morfologiczne 02 0,82 080 0

Objaśnienia: x istotność różnic przy p < 0,05, ** przy p < 0,01.

wskazujący na opóźnienie embriogenezy. Przebieg wylęgu

piskląt grupy I był zbliżony do wylęgu piskląt grupy III (tab,2,

ryc, 1), Natomiast czas od naklucia do wydostania się pisklęcia
ze skorupy był wydłużony w obu grupach, co wskazuje na

gorszą ZywotnoŚĆ Zarodków. W grupie I wyraŹnie Zaznaczyło
się (p<0,05) przyspieszenie nakluwania skorup, Nie mozna
tego lznać za wadę, poniewaz czas nakluwania skorup zbliżony
był do stwierdzanego w grupie IV (tab. 2),

Chociaż niskie wylęgi, wysokie brakowanie piskląt oraz

odkształcenie diagramów lęgu i klucia przesądzają o embrio-

toksyczności preparatu Groprinosin-Polfa, nie udało się stwier-
dzić u wyklutych piskląt istotnych zmian w podstawowych
parametrach biochemicznych, z wyjątkiem piskląt grupy II

(tab, 3), Wykazano u nich wyraźny wzrost aktywności fbsfa-
tazy alka7icznej (p<0,01), co daje podstawę do przypuszczeń

o uszkodzeniu funkcji czynnościowych wątroby, Badanie pato-

morfologiczne przeprowadzone na zdrowych pisklętach nie

wykazały odchyleń od stanu prawidłowego wątroby, śledziony,
nerek i torby Fabrycjusza, Obraz anatomopatologiczny zarod-

ków, zamarłych wskutek toksycznego działania preparatów

zebrano w tab. 4. Najliczniej wystąpiły one w grupie II i
dotyczyły wad ułozenia (p<0,05), zahamowania w rozwoju,

retencji białka, uszkodzenia naczyń i narządów miąższowyclr
(p<0,01).

Wyniki te pozwalają na porównanie embriotoksyczności
preparatu w obu grupach na niekorzyść leku Inosin.e pranobex

produkcji Polfy. Uszkodzenie zarodków grupy I nie różniło
się istotnie od zarodków, które otrzymały PBS (grupa III) z
wyjątkiem retencji woreczka żółtkowego, który wykazywał
wartości niższę, zbliżone do kontroli nie traktowanej (grupa IV).

Większość odnotowanych zmian patologicznych u zarod-

ków grupy II wskazuje na opóźnienie enrbriogenezy (zaha-

mowanie w rozwoju, trudnoŚci z wykorzystaniem białka,
opóźnienie oddychania płucami). S[wierdzono takze uszko-

Diagram
Grupa

I II IlI IV

Lęgu 492,0 + 5,2 493,3 + 5,4* 491,9+5,1 489.ż + 5.4

K]ucia 480,9 + 7,7* 482,8 t],9 482,0 + 1,4 Alq7+1)

Czasu
wykluwania

l0,9 t 6,2** l0,7 + 6,5* 9.5 + 6,1 q)+55

Objaśnienia: * istotność różlic przy p < 0,0_5, *x przy p < 0,01

Tab. 3. Kształtowanie się parametrów biochemicznych piskląt

Grupa
Białko całkowte

g/di
] AIAT

IulL
AspAt
IUlL

BUN
mg/dl

KWi§ mocżOwy
m8/dl

Fosf'ataza alkaliczną
ruiL

2,58 + 0,54 15,8 + t0,57 ,n7r+daq 11,5 + 2,87 4.40 + 2.35 l970.8 + 343

I] ż.49 + 0,59 16,4 + 6,78 żż2,| +,73,6 l0.5 + 0.97 4,69 + ż,08 żż63.1 + 389+

Il ż.5I + 0,5,1 14,3 + 4,16 206.3 + 64,2 t0.2 + 1.87 4,20 ! 1,43 l8l7.5+39l

Iv 2,44 + 0,43 14,6 + 4,3ż 217,8 + 80,8 9.9 + 1.3,1 3,40 + 0,4,7 I7 450,0 + 268

Objaśnienie: 8 istotność różnlc przy p < 0,0l
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dzenie narządów miąższowych (obrzęk wątroby i nerek oraz
wytrącanie się soli moczanowych w nerkach) u zarodków

zamarłych 23,91Vo (p<0,01) w stosunku do kontroli 2,91%

(tab. 4). Pozwala to wyjaśnić wzrost aktywności (p<0,01)

fosfatazy alkalicznej u piskląt wyklutych w grupie II (tab, 3).

W obu grupach nie znaleziono zwiększenia się liczby od-

kształceń morfologicznych zarodków wskazujących na wła-

ściw ości terato genne prep aratów, U ży cie embri onów kurzych
do testów porównawczych przez Verreta i wsp. (12) i Vese-

ley'ego i wsp. (13, 14) pozwoliło na ustalenie, którę z badanych

mikotoksyn i zwtązków chemicznych wykazywał niższą tok-

syczność dla ptaków. Metody te oparto o dożółtkowe podanie

badanych związków a wyniki określono porównując wskaźniki
wylęgu, Z przeprowadzonych badań wynika, że zarodki kurze
nadają się do porównawczego testowania leków dla ptaków

i dają mozliwość doboru dla nich preparatów o niższej tok-
syczności, Inosine pranobex jak dotąd stosowany jedynie u

ludzi, nie był kontrolowany na ptakach z wyjątkiem badań

modelowych (6, 15).
Zaproponowana metoda iniekcji preparatów farmaceutycz-

nych do białka w 6 dniu inkubacji(2,3),poszerzonao diagramy
lęgu, badania patomorfologiczne, biochemiczne i embriopato-
logiczne jest czułym testem przydatnym do ich kontroli.
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Obserwacje klini czlne nad ptzydatnością
Uterotonic-Polfa w ogranic zelniur

syndromu MI\IA u loch
Summary

clinical observations on the usefulness of uteroto,
nic-Polfa in the restriction of MMA syndrome in
sows

The studies were carried out in an industrial farm
consisting of l20 sows and 1239 piglets born to them.
The sows selected at random were divided into two
groups. Sixty female pigs (group I) were given Ute-
rotonic at a dose of 50 mg of propranolot (10 ml of
the solution) per sow. The drug was administered
once intramuscularly during parturition or a few
hours after its accomp|ishment. The second group of
60 sows served as a control. In the control group
signs of MMA were r€corded in 15 per cent of the
sows and in the experimental one in 8.33 per cent.
The puerperal period in sows receiving Uterotonic
lasted 3-5 days shorter than that in the control group.
In piglets of the experimental group the signs of
diarrhoea were obseryed in 12 litters (20 per cent)
and in the control in 16 litters (26.66 per cent).
Mortality in the experimenta| group was 5.87 per
cent in the control one - 8.61 per cent. Better pro-

ductive effects within 21 days after birth were also
noted in the experimental group of animals than in
the control one although the difference was statisti,
cally nonsignificant.

Efektywność produkcji trzody chlewnej jest w znacz-
nym - jezeli nie w decydującym - stopniu lzależniona
od prawidłowego odchowu prosiąt. Z danych piśmien-
nictwa wynika (6, 8, żż), ze straty wśród zywo urodzo-
nych osesków są znaczne i wynoszą od 12 do 30Vo. Ci
sami autorzy podają, że głównąprzyczyną strat w pier-
wszym okresie zycia prosiąt jest ich niedozywienie, zwią-
zane z hipo- lub agalakcją loch.

Analizując przyczyny narastania problemu zaburzert
mlecznoŚci poporodowej w stadach wielkotowarowych
świń, Backstróm i wsp. (1) zwrócili uwagę, ze w chlew-
niach, w których w okresie okołoporodowym przemie-
szczano maciory z wybiegów do małych kojców porodo-
wych, zachorowalność macior ptzebiegająca z objawami
hipo- lub agalakcji była wyraźnie wyższa, niz wtedy,
gdy lochy przebywały przez cały okres cyklu reproduk-
cyjnego nawet w gorszych warunkach, ale bez zdecy-
dowanej ich zmiany w okresie okołoporodowym.


