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Summary

Synthetic pyrethroids commonly used for plant protection often contaminate superficial water sources and
therefore they become a health threat for fish. The objective of the studies was to evaluate the influence of
permethrin present in water on phagocytic activity of neutrocytes macrophage/monocytes of the main kindneys
and circulatory blood of the carp. The fish of about 90+ 10 g were exposed for 96 h to permethrin at a concen-
tration of 0.03 and 1.1 pg/L in the insecticide Ambusz 25EC. The percentage of phagocytic cells (KF) among
neutrocytes and macmphages, the value of phagocytic index (IF) and metabolic activity of phagocytes (NBT)
were determined in the kidneys and in blood of 6 individuals from each experimental group at 1,3, 4,7 and 14

days after the enc
1, 7 and 14 of the experlment. :
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and lowered the perce  of ~
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U ryb wystepuja roznego rodzaju komorki chro-
nigce organizm przed ciatami obcymi. Komorki te
sa obecne w krwi, jamie otrzewnowej i tkankach
krwiotworczych. Ich liczba, rodzaj i funkcje sa
przedmiotem badan przy zastosowaniu metod tra-
dycyjnych — mikroskopowych (1, 3, 8) jak i nowo-
czesnych z zastosowaniem chemiluminescencji (9,
22) i cytometrii przeplywowej (24, 26, 27).

Nerki gtowowe sa podstawowym narzagdem
krwiotworczym, ktory zawiera w poréwnaniu z in-
nymi narzagdami najwi¢ksza liczbe komorek fago-
cytujacych (3, 13). Do komorek tych naleza neu-
trocyty (promielocyty, metamielocyty, neutrocyty
paleczkowate i segmentowane) oraz makrofagi.
Neutrocyty dominujg iloSciowo wrod komorek zer-
nych zaré6wno we krwi obwodowej jak i nerce glo-
wowej. Nalezg do komorek szybkiego reagowania,
tworzac jeden z kluczowych punktow w mechani-
zmie obrony przeciwko czynnikom patogennym.
Posiadaja zdolno$¢ wykrywania czynnika sygnatu
chemotaktycznego, adhezji do Srodblonka a nastep-
nie przenikania przez $ciany naczynia do miejsca
toczacego si¢ procesu zapalnego. Tam rozpoznaja,
fagocytuja i nastepnie niszcza pochionigte czastecz-
ki (10, 11, 15, 21). Sam proces fagocytozy nie po-
zwala jednak wnioskowac o efektywnosci zabijania
wewnatrzkomorkowego. Neutrocyt dysponuje za-
sobem enzyméw proteolitycznych i syntetyzowa-
nych produktéw metabolizmu tlenowego. Badania
metabolizmu tlenowego neutrocytdéw znajduja za-
stosowanie w ocenie wplywu réznych czynnikow
endo- i egzogennych na produkcje wewnatrzkomor-
kowych metabolitow tlenowych (2, 4, 5, 6, 14, 17,

of the experiment. The same parameters have been evaluated three times for controls at day
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\ctive in phagoeytosis. Compared to control, at day 7 the
h under experimentation also decreased.

23, 27). Dlatego tez, badania oceniajace zdolnos¢
neutrocytow do fagocytozy jak tez pomiar aktyw-
noSci metabolicznej neutrocytow 1 makrofagow, sg
najczeSciej wykonywane do okresSlenia wplywu
zwigzkOw toksycznych na organizm ryb. Wielu au-
torOw uwaza, ze neutrocyty sa wskaznikami zdro-
wotnosci ryb, ich reakcji na stres Srodowiskowy czy
zanieczyszczenia chemiczne Srodowiska wodnego
(7, 12, 20, 23, 27, 28). Sposrod wielu pestycydow
powszechme stosowanych w ochronie roS§lin na
szczegblna uwage zastuguja syntetyczne pyretroidy
charakteryZUJ ace su; duza toksycznoScia dla bezkre-
gowcow i krggoweow nizszych. Permetryna jako jed-
na z nich, jest stosowana jako §rodek owadobojczy,
ktora podczas opryskiwania pol dostaje si¢ do wod
powierzchniowych. Badania nad wplywem tego pre-
paratu na uktad odpornosciowy ryb naleza do nie-
licznych (20).

Celem badan byto okreSlenie wplywu permetry-
ny obecnej w srodowisku wodnym na aktywnos¢ fa-
gocytarng neutrocytow krwi obwodowej i nerek gto-
wowych karpi.

Materiat i metody

Badania wykonano na 90 karpiach K, o masie 90+ 10
g. Ryby podzielono na dwie grupy doS§wiadczalne po 30
ryb kazda i jedna grupe kontrolng (30 ryb). Ryby prze-
trzymywano w 100 1 akwariach, dobrze napowietrzanych.
Karpie poddano dziataniu insektycydu Ambusz 25 EC
produkcji Zaktadéw Chemicznych ,,Organika — Azot”
w Jaworznie, ktéry zawiera w swym sktadzie 2,5% per-
metryny. Ryby grupy 1, zostaly poddane 96-godzinne-
mu dzialaniu permetryny w stgzeniu 0,03 pg/l (0,12 pl
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Tab.1. Wyniki badan hematologicznych testu NBT u karpi doswiadczalnych poddanych 96 godzinnemu dzialaniu perme-
tryny w stezeniu 0,03 pug/l (Grupa I) i 1,1 ug/l (Grupa II) (n=30; X * s)

' Granulocyty =

Czas (dni)  Grupy ryb Le1u[1;;m¥:y obojetnach. Test NBT Wskaini; red. NBT
ey X1yt (k)

» [ 28,6*+ 4,10 6,8*+ 0,8 1,77* + 0,80 52,36

il 18,50*+ 3,20 8,6*+ 0,6 0,37* + 0,42 10,94

3 1 42,30+ 6,10 46+ 04 1,58* + 0,27 46,74

1 22.40* + 3,30 74*+ 0,4 0,67*+ 0,36 19,82

; [ 39,50 + 6,20 5,01*% 0,5 1,61* £ 0,52 47,63

I 24,50*+ 4,20 8,8* + 0,3 1,10%+ 0,44 32,54

- | 42,30+ 3,8 440+04 2,06 + 0,62 60,94

I 28,60* + 2,2 6,40* + 0,2 1,87* + 0,44 55,32

1 | 45,40+ 3,6 3,80+ 0,2 2,87+ 0,68 84,90

1 24,50* + 4,2 3,60 + 0,4 3,44+0,52 101,77

56,20 + 4,6 33005 3,38+0,72 100,0+ 0,0

Objasnienie: * - roznica statystycznie istotna przy p < 0,05.

Ambuszu 25 EC na 100 1 wody). Ryby grupy II zostaly
poddane 96-godzinnemu dzialaniu permetryny w stgze-
niu 1,1 ug/l (4,40 pl Ambuszu 25 EC na 100 1 wody).
Dawki ustalono na podstawie wcze$niejszych badan wia-
snych (20). Po zakonczeniu dziatania permetryny na or-
ganizm ryb, karpie przeniesiono do wody czystej, nie za-
wierajacej permetryny.

Materiat do badan, krew i nerki glowowe, pobierano
w obu grupach do$wiadczalnych po 1, 3, 4, 71 14 dniach
od zakoficzenia dzialania permetryny kazdorazowo od
6 ryb. Od ryb grupy kontrolnej pobierano material 3
krotnie w 1, 7 1 14 dniu do$wiadczenia. W badaniach
hematologicznych okreslano liczbg leukocytow 1 neutro-
cytow w 1 pl krwi wg ogdlnie przyjetych metod. Aktyw-
nosé metaboliczng fagocytow badano metoda mikroilo-
$ciowa testem redukgji biekitu nitrotetrazoliowego NBT
przez komorki zerne do formazanu (17). Wyniki przed-
stawiono dla poszczeg6lnych prob w formie testu NBT,
ktéry obliczono w oparciu 0 pomiar ggstosci optycznej
na spekrofotometrze przy diugosci fali 546 mm. Nastep-
nie wyliczono wartos$¢ wskaznika redukcji NBT spowo-
dowanego dzialaniem permetryny korzystajac ze wzo-
ru:

Wskaznik redukeji NBT (%) = NEA-SoW: x 100

Wskaznik aktywnosci fagocytarnej komorek nerek
glowowych karpi oceniano na podstawie zdolnosci tych
komorek do pochlaniania standardowego szczepu Sta-
phylococcus aureus 209 P (19). Komorki z nerek glo-
wowych izolowano wg metody stosowanej w badaniach
wiasnych (18). Nerki pobierano kazdorazowo od 6 ryb
do plynu odzywczego Eagle’a z dodatkiem 10% surowi-
cy cielecej oraz 100 j penicyliny ml™ i 100 pg streptomy-
cyny ml', nastgpnie przecierano przez sitko metalowe i
nanoszono na gradient Lymphoprep ™ (Nyegaard & Co.
A/S, Oslo, Norway). Uzyskana zawiesing leukocytow

przeptukiwano 2-krotnie plynem odzywczym. Do bada-
nia odczynu fagocytarnego uzyto zawiesiny neutrocytow
i makrofagow zawicrajacej 6 x 10" ml™, komorek bakte-
ryinych w zageszczeniu 10-krotnie wyzszym oraz suro-
wicy karpi. Po 1-godzinnej inkubacji bakterii i komorek
fagocytarnych wykonywano rozmazy, w ktorych pod
imersja, okreslono udzial komorek fagocytujgcych (KF)
wérod granulocytow i makrofagow oraz wartosci indek-
su fagocytarnego (IF) przedstawiajacego $rednig liczbe
bakterii wchionietych przez 1 komorkg. Wyniki obu
wskaznikow uzyskano ogladajac 200 granulocytow obo-
jetnochfonnych w kazdym rozmazie. Otrzymane wyniki
poddano analizie statystycznej testem t-Studenta przy p
<0,05.
Wyniki i oméwienie

Wyniki badan hematologicznych przedstawiono
w tab. 1. Po 96-godzinnym dzialaniu permetryny na
organizm karpl obserwowano zmiany wskazujgce
na wystapienie u tych ryb leukopenil i neutrocyto-
zy. Obnizenie liczby leukocytow w krwi obwodowej
karpi doswiadczalnych bylo statystycznie istotne u
ryb grupy I w 1 dniu badania zas u ryb grupy Il we
wszystkich okresach badania (tab. 1). Statystycznie
istotny wzrost liczby granulocytéw obojetnochion-
nych stwierdzono u ryb grupy I'w 1, 314 dniu bada-
nia zas$ u ryb grupy IT utrzymywal si¢ on do 7 dnia
badania (tab. 1).

Dla oceny aktywnosci metabolicznej neutrocytow
przeprowadzono test NBT. Test ten jest poSrednig
miarg aktywnosci tlenowych oksydaz, ktore prowa-
dza do wytworzenia nadtlenku wodoru w komor-
kach granulocytow. Redukcja blgkitu nitrotetrazo-
liowego (NBT) do badanego formazanu Swiadczy
o aktywnosci energetyczne] komorki, ktora to jest
warunkiem prawidlowego zniszczenia bakterii w
procesie fagocytozy. Wyniki przeprowadzonego te-



stu NBT dowodza, ze u ryb pod-
danych dziataniu permetryny neu-
trocyty maja znacznie obnizona
zdolnos¢ redukcji NBT do forma-
zanu NBT niz neutrocyty ryb kon-
trolnych (tab. 1). Statystycznie
istotnie nizszg wartoSc¢ testu NBT
uzyskano uryb grupylill do 7 dnia 1
badania. Obliczany wskaznik re-
dukcji NBT wykazal wyrazng su-

Czas (dni)

pres]e; aktywnosc1 fagocytow utrzy- 3
mujaca si¢ na ogot przez caly czas
doswiadczenia, ]edynle u ryb gru- 4

py Il po 14 dmach nie stwierdzono
supresji (tab. 1). _

Wyniki badan aktywnosci fago- 7
cytarnej przedstawiono w tab. 2. Po
dzialaniu permetryny stwierdzono
zmniegjszenie procentowego udzia-
tu komorek (KF) nerek gtowowych
w procesie fagocytozy we wszyst-
kich okresach badania. Wartosci te
roznily si¢ statystycznie istotnie u
ryb do$wiadczalnych w poréwnaniu z grupa kon-
trolng. Przy czym w 1 i 3 dniu uzyskano najnizsze
wartosci u ryb grupy I i II w porOwnaniu z grupa
kontrolng. Rowniez indeks fagocytarny do 7 dnia
doswiadczenia byl statystycznie istotnie nizszy u ryb
grupy i II niz u ryb grupy kontrolne;j. Takze w 14
dniu stwierdzono nizsze wartosSci indeksu, ale nie
byly one statystycznie istotne. Przeprowadzone ba-
dania dowodza, zZe permetryna obniza aktywnos¢
fagocytarng granulocytow obojetnochtonnych 1
makrofagéw znajdujacych si¢ zaréwno we krwi jak
iw nerkach glowowych. Wiadomo rowniez, ze neu-
trocyty jak i makrofagi odgrywaja wazna role w re-
gulowaniu odpowiedzi immunologicznej ustroju
(26). W zwigzku z tym szczegdtowe badania nad sta-
nem czynno$ciowym tych komorek pozwalaja wnio-
skowa¢ o obnizonej aktywnoSci immunologicznej
organizmu ryb i zwigekszonej ich podatnosci na dzia-
tania czynnikow patogennych.
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Dane odnosnie okresu karencji lekdw weterynaryjnych i preparatow prze-
ciwpasozytniczych stosowanych miejscowo u zwierzat sa bardzo skgpe. W
ustalaniu okresu karencji nalezy uwzglednia¢ oprocz rodzaju preparatu tak-
ze sposdb jego stosowania, obecnos¢ wioséw lub welny w miejscu podania
leku, gatunek zwierzecia i warunki srodowiskowe. Okres karencji dla feno-
tionu wynosi w tkankach 35-45 dni, w mleku 10 dni, dla famphur 35 i 45 dni,
dla phosmet 110 dni, dla chlorpyrifos 0 1 0 dni, dlatrichlorfonu 21 i 7-10 dni,
dla kumafosu 10 i 10 dni, dla metoksychloru 01 0 dni, dla permetrinu u bydla
010 dni, u $win 5 dni. Nie jest wymagany okres karencji dla stosowanych
miejscowo nastepujacych preparatow: nitrofurazon, tetracyklina, siarczan
miedzi, naftenian miedzi, formaldehyd i metoksychlor.
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