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Summary

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

A modified biological 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 (59.88% in group I and 37.9% in
group II), the deviation of the hatching diagram
towards its delay and the prolongation 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.

Préby biologiczne przeprowadzane na zarodkach pta-
kéw nalezg do szczegdlnie czulych z powodu braku
mozliwosci wydalania toksyn na zewnatrz jaja. Uzywano
je do testowania rozmaitych zwigzkéw chemicznych i
lekow (10), hormonéw (7), kokcydiostatykéw (2) oraz
dodatkéw do pasz i Zzywnosci (3, 12). Wedlug Vesely’ego
i wsp. (14) testy na zarodkach nadaja si¢ do préb po-
réwnawczych przy ocenie toksyn grzybiczych. W podob-
nych badaniach wtasnych poréwnano zakres embriotok-
sycznoSci trzech stymulatoréw wzrostu stosowanych
aktualnie w paszach dla drobiu (3).

Preparat Inosine pranobex (Isoprinosine), uzyty w prze-
prowadzonym eksperymencie, jest kompleksem 1 cza-
steczki inozyny z 3 czasteczkami 1-(dwumetyloamino)-
-2-propranolo-(4-acetamidobenzoesanu). Stosowany jest
w lecznictwie jako immunostymulator i lek przy zwal-
czaniu niektérych infekcji wirusowych (9, 11). Poteguje
on dziatanie mitogenéw w stosunku do limfocytéw T i
B oraz wzmaga aktywno$¢ interferonu (6).

*) Praca finansowana przez KBN (proj, bad. nr 50102110023).

Celem badani byto ustalenie mozliwosci zastosowania
biologicznego testu na zarodkach kurzych do réznico-
wania embriotoksycznosci leku na przykladzie Inosine
pranobex produkowanego przez dwie odrgbne firmy.

Materiatl i metody

Do testéw poréwnawczychuzyto 1997 zarodkéw, a do préby
pilotowej 200 embrionéw 6-dniowych. Jaja pochodzity od kur
rodu Shaver w 6 mies. niesno$ci, o maksymalnej wylggowosci
w szczycie 87%. Lezono je w aparacie halowym Reform Pol-
dréb D-108 i Atlas 180. W doswiadczeniu pilotowym okre§lo-
no wptyw wzrastajacych dawek Inosine pranobex na wyleg.
Zastosowano dawke 50, 100 oraz 250 mg/kg masy ciata.

Grupe I stanowito 486 zarodkow, ktérym miedzy 132 a 144
godz. inkubacji wstrzyknigto do biatka w ostrym koticu jaja 0,1
ml wodnego roztworu preparatu [nosine pranobex (Isoprinosi-
ne — Ewopharma, Szwajcaria) w dawce 50 mg/kg m.c. wg
sposobu opisanego wczesniej (2, 3). Tak podany preparat byt
spozywany przez zarodki wraz z biatkiem miedzy 12-16 dniem
embriogenezy. Grupe II stanowito 488 zarodkéw, ktére w tym
samym wieku otrzymaty, w analogiczny sposéb, wodny roz-
twor preparatu /nosine pranobex (Groprinosin — Polfa). Do
grupy IIT kontrolnej przeznaczono 497 embrionéw, ktérym
wstrzyknigto 0,1 ml PBS dla uwzglednienia strat spowodowa-
nych zabiegiem. Grupa IV réwniez kontrolna, w ktérej nie
zastosowano zadnego z badanych preparatéw, obejmujaca 526
zarodk6éw byta przeznaczona do oceny zdolnosci wylggowe;j jaj.

Przekladu do komory klujnikowej dokonano w 458 godz.
inkubacji. Diagramy legu (liczba wylgzonych pisklat w jednostce
czasu) i klucia (liczba naklutych skorup w jednostce czasu)
przeprowadzono wg metody opracowanej wczesniej (3, 5).
Dodatkowo obliczono diagram czasu wykluwania tj. liczbe
godzin od naklucia do wydostania sie pisklecia ze skorupy
kazdego jaja. Wyleg zakoninczono w 500 godz. inkubacji.

W surowicy 10 pisklat wylg¢zonych z kazdej grupy oznaczo-
no standardowymi metodami (1) poziom biatka catkowitego
(g/dl), mocznika BUN (mg/dl), kwasu moczowego (mg/L) oraz
aktywnos$¢ aminotransferazy alaninowej ATAT (IU/L), amino-
transferazy asparaginowej AspAT (IU/L) i fosfatazy alkalicz-
nej (IU/dl). Wyniki biochemiczne oceniono statystycznie te-
stem t-Studenta.

Wycinki watroby, Sledziony, nerki i torby Fabrycjusza wy-
lezonych 1-dniowych pisklat poddano kontroli histopatologicz-
nej. Skrawki utrwalono w 8% formalinie 1 barwiono metoda
H-E oraz Sudanem IIL

Zarodki zamarle poddano rutynowej analizie embriopato-
logicznej, wynotowujac cechy podane w tab. 4. Wskazniki
wylegu pisklat oraz dane liczbowe dotyczace zamartych zarod-
kéw przedstawiono w procentach w stosunku do naktadu 6-
-dniowych embrionéw.
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W opracowaniu statystycznym dokumentacji liczbowej po-
réwnano grupy i I do grupy III testem jednorodnosci dla préb
réznolicznych wg Oktaby (8).

Wyniki i oméwienie

W prébie pilotowej preparat Inosine pranobex podany w
dawce 50 mg/kg m.c. (zalecana dawka lecznicza) obnizyt
wyleg wytacznie w grupie II. Natomiast dawka dwukrotnie
wyzsza spowodowata obnizenie wylegu w obu grupach do-
$wiadczalnych odpowiednio do 48% w 1136% w II. Natomiast
przy dawce 250 mg/kg wylgg w obu grupach obnizyt si¢ do
4%. W grupie kontrolnej 1T wyleg wynosit 80%.

W tescie biologicznym na zarodkach kurzych stwierdzono
podobnie jak w prébie pilotowej zasadnicze réZnice w em-
briotoksycznosci preparatu w zaleznosci od jego pochodzenia.

W przebiegu wylegu pisklat z zarodkéw 6-dniowych (tab.
1} stwierdzono istotne réznice migdzy grupa I i III i migdzy
grupa I1i III. Wyleg w grupie I byt 0 7,5% nizszy w stosunku
do grupy IIT (p<0,05) natomiast w grupie II obnizenie wylggu
wyniosto 30,31% w stosunku do grupy kontrolnej (p<0,01).
W grupie I na uwage zastuguje takze wysoki procent zamar-
tych embrionéw (20,9) stwierdzony w 7 dobie inkubacji to
jest 24 godz. po inokulacji preparatu Groprinosin — Polfa oraz
bardzo wysokie brakowanie pisklat po wylegu (20,9%).
WyraZznie odksztalcony zostat diagram lggu grupy II (p<0,05)

Tab. 1. Zamieranie zarodkéw, brakowanie 1 wyleg pisklat (%)

Zanieranie zarodkow iskli;tii___
Grupa ~ w komorze : e -
po zabicgu : : wyhrakowane wylezone
legowej | Klujnikowej | :-
I 9.88 5,76 6,17% 18,31%* 59.88%*
I 20,70%* 6,15 15,16 20,90%* 37,09%*
1 7.65 6,04 10,46 8,45 67,40
S
v - 1,90 3,04 | 9,32 85,74

Objasnienia: * istotno$¢ réznic przy p < 0,05, ** przy p < 0,01

Tab. 2. Analiza statystyczna diagraméw legu, klucia i czasu wykluwania

(godz.; X £ s)
Grupa .
Diagram - e -
P | 11 v

Legu 492.0+£52 [4933+£54*%| 4919+5,1 4892 +54
Klucia 4809 +7,7* 482,8+79 4820+ 7.4 4793+72
Czasa | 1094620 | 107265 | 956 92455
wykluwania |

Objasnienia: * istotnos¢ réznic przy p < 0,05, ** przy p < 0,01

Tab. 4. Zmiany anatomopatologiczne zarodkéw zamartych (%)

e T
. Rodzaj zmian . = —
. 1 e
Wady utozenia 370 | 9,02*% | 4.83 2,09
Zahamowanie W rozwoju 1,03 | 7.38*% 1.2] 0
woreczka zéttkowego 247 | 697 6,64 2,09
Retencja
biatka 1,23 | 9,43%% 121 1.52
Oddychanie ptodowe 123 | 738%+ 228 | 0095
naczyi krwiono$nych 1,65 | 6,15%* 221 0,57
Uszkodzenie — | -
narzadéw miazszowych 4,11 |2397*% 221 0
QOdksztatcenia morfologiczne 02 0,82 0,80 0

Objasnienia: * istotno§¢ réznic przy p < 0,05, ** przy p < 0,01

wskazujacy na opdznienie embriogenezy. Przebieg wylegu
pisklat grupy [ by zblizony do wylegu pisklat grupy III (tab. 2,
ryc. 1). Natomiast czas od naklucia do wydostania sig pisklgcia
ze skorupy byt wydluzony w obu grupach, co wskazuje na
gorsza zywotno$é zarodkoéw. W grupie I wyraZnie zaznaczyto
si¢ (p<0,05) przyspieszenie nakluwania skorup. Nic mozna
tego uznac za wadg, poniewaz czas nakluwania skorup zblizony
byt do stwierdzanego w grupie IV (tab. 2).

Chociaz niskie wylggi, wysokie brakowanie pisklat oraz
odksztatcenie diagraméw legu i klucia przesadzaja o embrio-
toksycznosci preparatu Groprinosin-Polfa, nie udato si¢ stwier-
dzi¢ u wyklutych pisklat istotnych zmian w podstawowych
parametrach biochemicznych, z wyjatkiem pisklat grupy II
(tab. 3). Wykazano u nich wyrazny wzrost aktywnosci fosla-
tazy alkalicznej (p<0,01), co daje podstawe do przypuszczen
o uszkodzeniu funkcji czynnosciowych watroby. Badanie pato-
morfologiczne przeprowadzone na zdrowych piskletach nie
wykazaty odchyles od stanu prawidtowego watroby, sledziony,
nerek i torby Fabrycjusza. Obraz anatomopatologiczny zarod-
kéw, zamarlych wskutek toksycznego dziatania preparatow
zebrano w tab. 4. Najliczniej wystapily one w grupie II i
dotyczyty wad utozenia (p<0,05), zahamowania w rozwoju,
retencji biatka, uszkodzenia naczyi i narzadéw miazszowych
(p<0,01).

Wyniki te pozwalaja na poréwnanie embriotoksycznosci
preparatu w obu grupach na niekorzysc leku Inosine pranobex
produkcji Polfy. Uszkodzenie zarodkéw grupy I nie roznito
si¢ istotnie od zarodkéw, ktére otrzymaty PBS (grupa III) z
wyjatkiem retencji woreczka zéitkowego, ktéry wykazywal
wartosci nizsze, zblizone do kontroli nie traktowanej (grupa IV).

Wiekszos¢ odnotowanych zmian patologicznych u zarod-
kéw grupy II wskazuje na opéznienie embriogenezy (zaha-
mowanie w rozwoju, trudnosci z wykorzystaniem bialka,
op67znienie oddychania plucami). Stwierdzono takze uszko-

Tab. 3. Ksztaltowanie si¢ parametréw biochemicznych pisklat

Grong | ; Biglko catkowite AIAT ] AspAt ~ BUN I_<:w.a.s moczowy . Fo's}‘égaza alkaﬁczna
| g/dl UL IU/L mg/dl me/dl o,
[ _ 2,58 + 0,54 | 15,8 £ 10,57 207,2+499 11,5+2387 440£235 [ 1970,8 £343
Il 2,419 +0,59 l 16,4+ 6,78_ 222,1£73,6 lO.S_i 0,97 4,69 £ 2,08 2263.7£389* B
11 I= 2,51+0,57 s 143+4,16 206,3+64,2 10.2+1.87 . 420+ 1,43 1817,5+39]
v 5 2,44£0,43 14-,6i4,32 217,8£80,8 9.9+1,37 3,40105 17 450,0 + 268

Objasnienie: * istotno$¢ réznic przy p < 0,01
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dzenie narzadéw miazszowych (obrz¢k watroby i nerek oraz
wytracanie si¢ soli moczanowych w nerkach) u zarodkéw
zamartych 23,97% (p<0,01) w stosunku do kontroli 2,91%
(tab. 4). Pozwala to wyjaénié wzrost aktywnosci (p<0,01)
fosfatazy alkalicznej u pisklat wyklutych w grupie II (tab. 3).

W obu grupach nie znaleziono zwigkszenia si¢ liczby od-
ksztatceri morfologicznych zarodkéw wskazujacych na wia-
$ciwosci teratogenne preparatow. Uzycie embrionéw kurzych
do testéw poréwnawczych przez Verreta i wsp. (12) i Vese-
ley’egoiwsp. (13, 14) pozwolilo na ustalenie, ktére z badanych
mikotoksyn i zwigzkéw chemicznych wykazywat nizsza tok-
sycznosé dla ptakéw. Metody te oparto o dozéttkowe podanie
badanych zwiazkéw a wyniki okre§lono poréwnujac wskazniki
wylegu. Z przeprowadzonych badai wynika, ze zarodki kurze
nadaja sie do poréwnawczego testowania lekéw dla ptakow
i daja mozliwos$¢ doboru dla nich preparatéw o nizszej tok-
sycznosci. Inosine pranobex jak dotad stosowany jedynie u
ludzi, nie byl kontrolowany na ptakach z wyjatkiem badan
modelowych (6, 15).

Zaproponowana metoda inickcji preparatéw farmaceutycz-
nych do biatka w 6 dniu inkubacji (2, 3), poszerzona o diagramy
legu, badania patomorfologiczne, biochemiczne i embriopato-
logiczne jest czutym testem przydatnym do ich kontroli.
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Obserwacje kliniczne nad przydatnoscia
Uterotonic-Polfa w ograniczeniu
syndromu MMA 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 120 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 propranolol (10 ml of
the solution) per sow. The drug was administered
once intramuscularly during parturition or a few
hours after its accomplishment. The second group of
60 sows served as a control. In the control group
signs of MMA were recorded 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 observed in 12 litters (20 per cent)
and in the control in 16 litters (26.66 per cent).
Mortality in the experimental 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.

Efektywnos¢é produkcji trzody chlewnej jest w znacz-
nym — jezeli nie w decydujacym — stopniu uzalezniona
od prawidlowego odchowu prosiat. Z danych piSmien-
nictwa wynika (6, 8, 22), ze straty wsréd zywo urodzo-
nych oseskéw sa znaczne 1 wynosza od 12 do 30%. Ci
sami autorzy podaja, ze gtéwna przyczyna strat w pier-
wszym okresie Zycia prosiat jest ich niedozywienie, zwia-
zane z hipo- lub agalakcjg loch.

Analizujac przyczyny narastania problemu zaburzen
mlecznosci poporodowej w stadach wielkotowarowych
$win, Backstrom i wsp. (1) zwréceili uwage, ze w chlew-
niach, w ktérych w okresie okotoporodowym przemie-
szczano maciory z wybiegéw do matych kojcoéw porodo-
wych, zachorowalno$¢ macior przebiegajaca z objawami
hipo- lub agalakcji byta wyraznie wyzsza, niz wtedy,
gdy lochy przebywaly przez caty okres cyklu reproduk-
cyjnego nawet w gorszych warunkach, ale bez zdecy-
dowanej ich zmiany w okresie okoloporodowym.



