250 Med. Weter. 2016, 72 (4), 250-254

Praca oryginalna Original paper

Wptyw toksykozy zearalenonowej na wyniki badania
morfologicznego i hiochemicznego krwi dzikow

JOZEF NICPON, PIOTR SLAWUTA*, JAKUB NICPON**

Centrum Diagnostyki Eksperymentalnej i Innowacyjnych Technologii Biomedycznych,
*Katedra Choréb Wewnetrznych z Klinikg Koni, Pséw i Kotéw, Wydzial Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, pl. Grunwaldzki 47, 50-366 Wroctaw
**Katedra i Klinika Chirurgii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu,
pl. Grunwaldzki 51, 50-366 Wroctaw

Otrzymano 17.06.2015

Nicpon J., Stawuta P., Nicpon J.
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Summary

The aim of this study was to assess the effect of zearalenones (ZEA) on the complete blood cell count
and serum chemistry analysis in wild boars (Sus scrofa). At the beginning of the study, blood was collected
from 24 wild boars. The following parameters were evaluated: the leukocyte and red blood cell counts,
haemoglobin concentration, MCV, MCH, MCHC, alanine aminotransferase, aspartate aminotransferase,
alkaline phosphatase, urea, creatinine, total protein, albumin, total bilirubin, calcium, inorganic phosphorus
and magnesium.

The wild boars were then divided into three study groups containing six sows and two boars each. The study
was carried out over the course of three years. Group I received feed for fattening boars and corn containing
50 ug of ZEA. Group Il received the same feed as group I, with the addition of a pure form of ZEA, supplemented
at a dose of 150 pg/kg/day for 7 days every 2 months. In the course of the study, the animals in this group
received a total of nine 7-day administrations of this toxin. Group III was the control group. A complete blood
cell count and serum biochemical analysis were performed once again at the end of the study, and, in group I,
three months after commencing the study. The CBC indices measured at the end of the study did not differ
significantly among the three groups. There were significant differences in the AST, ALT and total bilirubin
concentrations measured at the end of the study between group I and the remaining two groups. The high AST,
ALT and total bilirubin concentrations suggest that a three-year-long ingestion of mouldy feed significantly
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affects the liver function, but does not cause clinical signs of poisoning.
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Zearalenon (ZEA) jest specyficznym hormonem
regulujagcym rozmnazanie piciowe grzybow plesnio-
wych zrodzaju Fusarium. Juz w latach dwudziestych,
zauwazono obecno$¢ w ziarnie kukurydzy substancji
estrogennej powodujacej zaburzenia uktadu rozrod-
czego zwierzat (22, 23), w latach sze$¢dziesigtych ub.
wieku wyizolowano z kukurydzy, inokulowanej zarod-
nikami Fusarium substancj¢ uterotropowa, nazwang
poczatkowo toksyng F-2 (6), a potem zearalenonem.
O wzroscie grzybow plesniowych i produkcji zeara-
lenonu gléwnie decyduja warunki mikroklimatyczne:
najwigksze ilosci ZEA s3g wytwarzane w temperaturze
ponizej 25°C, przy duzej dobowej amplitudzie tempe-
ratur 1 wilgotnos$ci okoto 16% (9, 20). Wydajnos¢ jego
biosyntezy zalezy takze od rodzaju plesni, gdyz np.

F. roseum produkuje ZEA na poziomie 3000-15 000
ppm, podczas gdy F. moniliforme tylko 1-19 ppm (2).
ZEA jest laktonem kwasu 6-(-10-hydroksy-6-okso-E-
-1-undecynylo)-B-rezorcynowego o stabilnej budowie,
nie ulegajacym degradacji podczas przechowywania,
mielenia i1 dzialania wysokich temperatur. U ssakow
grupa ketonowa przy C-6 jest redukowana i powstajg
dwa steroizomeryczne metabolity zearalenonu o i 3
(11).

Fuzariotoksyny, a w tym i ZEA dostaja si¢ do orga-
nizmu zwierzat w bardzo niskich dawkach, gldwnie
per os i oprocz ogolnego dzialania hepato- i nefrotok-
sycznego wykazuja takze wlasciwosci rakotworcze,
mutagenne, teratogenne oraz powoduja zaburzenia
w funkcjonowaniu uktadu rozrodczego ludzi i zwierzat



Med. Weter. 2016, 72 (4), 250-254

(4, 12-15). Ocenia sig, ze okoto 20% zbiorow zbdz
uprawianych w krajach Unii Europejskiej i uzywanych
do produkcji $rodkow spozywczych oraz $rodkow
zywienia zwierzat zawiera wykrywalne laboratoryjnie
ilo$ci mikotoksyn (3, 8, 10, 17). Wiadomo, ze przy kon-
centracji okoto 1 ppm w osoczu zearalenon wywotuje
procesy feminizacyjne. Wyzsze koncentracje (50-100
ppm) powoduja powazne zaburzenia rozrodu, utrud-
niajgce zaptodnienie, owulacje, implantacje zarodkow
1ich prawidtowy rozwdj (7). U samic ssakéw podczas
cigzy ZEA powoduje obumieranie ptodéw i/lub spa-
dek masy ciala noworodkoéw, ma rowniez wptyw na
morfologi¢ macicy poprzez obnizenie wydzielania
hormonu lutenizujacego i1 progesteronu. U wielu ga-
tunkow zwierzat, a szczegodlnie niedojrzatych plciowo
loszek, z racji zaburzen hormonalnych, sprowokowa-
nych stanem hyperestrogenizmu wystepuja objawy rui
nawet u zwierzat owariektomizowanych. U knuréw
ZEA moze powodowac spadek libido, obnizenie masy
jader, opdznienie spermatogenezy i spadek stezenia
testosteronu. W przebiegu intoksykacji ZEA zmiany
anatomopatologiczne 1 histopatologiczne umiejscowio-
ne sg gtownie w tkankach uktadu rozrodezego (16, 22,
23). Makroskopowo stwierdza si¢ zwigkszenie masy
irozmiar6w macicy, jej przekrwienie oraz zwigkszenie
lub zmniejszenie masy i rozmiaru jajnikow. W ob-
razie mikroskopowym tkanek uktadu rozrodczego
widoczne jest zwigkszenie indeksu proliferacyjnego
nabtonka pochwy, przerost i rozrost komorek nabton-
ka endometrium 1 gruczotow macicy, tworzenie cyst,
torbieli jajnikowych, wzmozong atrezje pecherzykow
jajnikowych, zwigkszenie indeksu apoptycznego w ko-
morkach ziarnistych, wzmozenie lub zahamowanie
follikulogenezy (11, 21).

Wiedza o mikotoksynach, jako o czynnikach wy-
wotujacych roznorodne zaburzenia u ludzi i zwierzat
oraz o ich metabolizmie w ustroju, jest ciggle jeszcze
niewystarczajaca, a w przypadku dzikéw niemal zu-
pelnie nieznana (19). Mozna jednak zatozy¢, ze moz-
liwos¢ wystepowania zearalenonu w paszy podawanej
dzikom, a tym samym mikotoksykozy zearalenonowej
u tego gatunku, jest duza—lesnicy 1 mysliwi coraz czg-
$ciej obserwujg zaburzenia w rozrodzie dzikow, takie
jak: nienaturalna pora wyproszen, niewielka liczba
prosigt w miocie, brak wyproszen, proszenie si¢ loszek
o masie ciata 25-30 kg, martwe ptody u dorostych loch.
Dotychczas, pomimo Ze odnotowano przypadki obec-
no$ci ZEA w osoczu krwi dzikéw (13), nie badano jego
wplywu na warto$ci parametrow hematologicznych
1 biochemicznych krwi u tego gatunku.

Celem badan bylo stwierdzenie ewentualnego wply-
wu ZEA na parametry hematologiczne i biochemiczne
krwi dzikéw (Sus scrofa), zyjacych w warunkach
zblizonych do ich srodowiska naturalnego.

Materiatl i metody

Na terenie O$rodka Badania Srodowiska Lesnego i Ho-
dowli Zwierzat Lownych (OBSLiHZL) Uniwersytetu Przy-
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rodniczego we Wroctawiu wybudowano 3 zagrody do-
$wiadczalne, zaopatrzone w urzadzenia do karmienia oraz
miejsca przeznaczone do wypoczynku i wyproszenia. Przed
rozpoczeciem eksperymentu wlasciwego od 24 dzikow (18
loch i 6 odyncow) pobrano krew z zyly szyjnej zewnetrznej
i wykonano badania morfologiczne oraz biochemiczne krwi,
w ktorych uwzgledniono: liczbg leukocytdw i erytrocytow,
stezenie hemoglobiny, warto§¢ hematokrytu, wskazniki
czerwonokrwinkowe: MCV, MCH, MCHC, oraz aktywno$¢
AST, ALT, ALP, stezenie mocznika, kreatyniny, biatka cat-
kowitego, albumin i bilirubiny, Ca, P-nieorganiczny i Mg.
Po pobraniu krwi odrobaczono dziki za pomocg preparatu
IVOMEC w dawce 0,4 mg/kg mc sc.

Doswiadczenie wlasciwe zaktadato 3-letnig obserwacije
badanych zwierzat. Dziki podzielono na 3 grupy po 6 loch
i dwa odynce w kazdej, ktdore umieszczono w osobnych
zagrodach.

Grupa | dostawata paszg dla tucznikow w ilosci 1,5-2 kg
+0,5-1 kg ziaren kukurydzy, ktore zawieraty $rednio 50 ug
ZEA na kg kukurydzy. Stezenie ZEA w podawanej zwierze-
tom karmie byta regularnie kontrolowana w laboratorium
Katedry Prewencji Weterynaryjnej i Higieny Pasz Wydzia-
u Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Warminsko-
-Mazurskiego w Olsztynie przy uzyciu techniki separacji
z zastosowaniem kolumienek powinowactwa immuno-
logicznego (Zearala-Test™ Zearalenone Testing System,
G1012<VICAM, Watertown, USA) wysokosprawnej chro-
matografii cieczowej (HPLC) ze spektrometrig mas (MS).
Grupie Il podawano pasze dla tucznikow w ilosci 1,5-2 kg
+ 0,5-1 kg ziaren kukurydzy oraz ZEA w postaci czystej
chemicznie substancji wg nastgpujacego schematu: 150 pg/
kg/m.c. dziennie, doustnie w jednodniowych kurczakach,
przez 7 dni, co 2 miesigce — w sumie czysta mitotoksyne
podano 9 razy podczas trwania eksperymentu. Grupa III
stanowila kontrole i byta karmiona pasza dla tucznikéw
i ziarnami kukurydzy, w dawkach jak w grupach poprzed-
nich. Dodatkowo wszystkim zwierzgtom podawano do woli
zielonke w okresie letnim i siano w okresie zimowym. Po
zakonczeniu badan (3 lata) od wszystkich zwierzat pobra-
no z zyly szyjnej zewngtrznej krew i wykonano badania
morfologiczne i biochemiczne krwi, takie jak przed rozpo-
czeciem eksperymentu wlasciwego. Dodatkowo od dzikow
z grupy | krew pobrano po 3 miesigcach od momentu roz-
poczecia podawania karmy zawierajacej ZEA i wykonano
identyczne badania.

W celu stwierdzenia istotnosci r6znic stosowano test
t-Studenta oraz test kolejnosci par Wilcoxsona dla zmien-
nych powigzanych. Na przeprowadzenie badan uzyskano
zgode 11 Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiad-
czen na Zwierzetach we Wroctawiu numer 35/2010 z dnia
22.02.2010 .

Wyniki i oméwienie
Wyniki badania biochemicznego i morfologicznego
krwi dzikéw wykonane przed rozpoczgciem ekspery-
mentu byly zgodne z warto§ciami podanymi przez in-
nych autoréw dla tego gatunku (1, 5, 18) i mie$cily si¢
w zakresie wartosci referencyjnych przyjetych dla swin

(tab. 1 1 2). Badania wskaznikéw hematologicznych
oznaczanych pod koniec eksperymentu nie wykazaty



praktycznie zadnych roéznic migdzy grupami, a ich
wartos$ci byly identyczne z warto$ciami referencyjny-
mi podanymi dla dzikow i §win domowych (tab. 3, 5,
7, 9). W przypadku badan biochemicznych krwi do-

Tab. 1. Srednie warto$ci wskaznik6w hematologicznych u dzi-
kow przed rozpoczeciem badan, n =24

14,00
+3,00

8,80
+0,83

9,70
+1,25

0,50
+0,06

62,00
+3,61

1,22
+0,92

19,70
+4,07

Objasnienia: WBC — leukocyty; RBC — erytrocyty; Hg — hemo-
globina; Ht — hematokryt; MCV — $rednia objetos¢ krwinki czer-
wonej; MCH — $rednia masa hemoglobiny w krwince; MCHC
— $rednie stgzenie hemoglobiny w krwince

strzezono jednak pewne rdznice. Warto$ci oznaczone
pod koniec eksperymentu w grupie, ktorej podawano
czysta mitotoksyne ZEA, nie r6znity si¢ od warto$ci
uzyskanych w grupie kontrolnej (tab. 4 1 6). Po uptywie
trzech miesigcy podawania karmy zawierajacej ZEA
warto$ci parametrow biochemicznych byly identyczne
jak w grupach pozostatych (tab. 8), natomiast pod ko-
niec eksperymentu aktywnos$¢ enzyméw watrobowych
—AST 1 ALT oraz stezenie bilirubiny calkowitej byty
podwyzszone w sposob istotny w stosunku do kontroli
1 pozostalych wynikéw (tab. 10). Otrzymana w prezen-
towanych badaniach bardzo wysoka aktywnos¢ AST
1 ALT oraz stgzenie bilirubiny catkowitej w grupie,
ktorej podawano karme¢ zawierajaca mikotoksyny
$wiadcza, zdaniem autoréw, o tym, ze dlugie — 3-let-

Tab. 2. Srednie warto$ci wskaznikéw biochemicznych w surowicy krwi dzikéw przed rozpoczeciem badai, n = 24

56,72
10,11

36,02 185
+9,78 +21,30

6,20 156
+0,58 + 36,21

+5,44

38 41
+3,99 2,01

2,38
0,09

1,60
+0,12

0,94
0,10

Objasnienia: AST — aminotransferaza asparaginowa; ALT — aminotransferaza alaninowa; ALP — fosfataza zasadowa; BUN — azot
mocznika; Kreat — kreatynina; Biatko — biatko calkowite; Alb — albuminy; Bili — bilirubina

Tab. 3. Srednie warto$ci wskaznikéw hematologicznych krwi
dzikéw z grupy kontrolnej i ich odchylenie standardowe
w dniu zakonczenia badan, n = 8

14,00
+2,10

8,80
+0,93

9,70
+1,20

0,50
+0,04

62,00
+3,70

1,22
+0,98

19,70
+3,47

Objasnienia: jak w tab. 1

nie spozywanie paszy zanieczyszczonej mitotoksyna
wplywa istotnie na czynno$¢ watroby, cho¢ nie powo-
duje wystapienia objawow klinicznych zatrucia, z kolei
nawet 3-letnie podawanie czystej chemicznie postaci
ZEA w dawce 150 pg/kg m.c. przez 7 dni co dwa
miesigce nie powoduje klinicznych objawow zatrucia
ani zmian widocznych w diagnostyce laboratoryjne;.
Doda¢ nalezy, ze wg niektorych badaczy aktywnos$¢

Tab. 4. Srednie warto$ci wskaznikéw biochemicznych w surowicy krwi dzikéw z grupy kontrolnej i ich odchylenie standar-
dowe w dniu zakonczenia badan, n = 8

51,75
13,11

51,37
+8,88

49,25
+20,53

3,42
x0,60

157,87
+36,59

72,00
+3,84

41,50
+4,79

3,00
+1,56

2,65
+0,097

1,97
+0,32

0,89
+0,11

Objasnienia: jak w tab. 2

Tab. 5. Srednie warto$ci wskaznikéw hematologicznych krwi
dzikéw z grupy, ktérej podawano ZEA w czystej postaci przez
okres 3 lat w dniu zakonczenia badan, n = 8

11,00
+2,14

9,40
+0,83

9,64
+1,1

0,48
+0,07

60,00
+3,30

1,11
+0,78

18,70
+3,44

Objasnienia: jak w tab. 1

AST rzedu 260 U/L stanowi ,,srodek” normy dla dzi-
kow (1). Istnieje niewiele opracowan dotyczacych ba-
dan morfologicznych i biochemicznych krwi dzikow,
a podawane w nich wyniki sg mato precyzyjne (1, 5).
Barasona i wsp. (1) twierdza, ze na uzyskiwane wyniki
ma wptyw bardzo wiele czynnikdw: metoda odlowu,
stres powodowany obecnoscig cztowieka, stres wy-
wotany poskramianiem i odtawianiem oraz czynniki
srodowiskowe, przez ktore autorzy rozumiejg gtownie

Tab. 6. Srednie wartosci wskaznikéw biochemicznych w surowicy krwi dzikéw z grupy, ktorej podawano ZEA w czystej
postaci przez okres 3 lat w dniu zakonczenia badan, n =8

52,62
+17,82

48,50
+5,54

38,62
+14,43

4,50
+0,79

169,37
+30,51

69,50
+5,56

44,87
+4,39

2,22
+0,66

2,66
+0,09

1,90 0,91
+0,34 +0,16

Objasnienia: jak w tab. 2
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Tab. 7. Srednie wartosci wskaznikéw biochemicznych w su-
rowicy krwi dzikéw w 3. miesigcu podawania karmy zawie-
rajacej ZEA,n=8

12,00
+1,14

9,94
+0,97

9,24
1,00

0,54
+0,04

61,42
+4,10

1,47
+0,68

19,20
+4,01

Objasnienia: jak w tab. 1
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siecznych nawet przez okres 3 lat nie powoduje zmian
w parametrach morfologicznych i1 biochemicznych
krwi. Natomiast stezenie ZEA w ziarnie kukurydzy
w stezeniu 50 pg w kilogramie paszy spozywana
przez okres 3 lat powoduje statystycznie istotne pod-
wyzszenie aktywnosci ASP, ALT i st¢zenia bilirubiny
calkowitej. Doda¢ nalezy, ze stosowane w prezen-
towanych badaniach dawki ZEA zarowno w postaci

Tab. 8. Srednie wartosci wskaznikéw biochemicznych w surowicy krwi dzikéw w 3. miesiacu podawania karmy zawierajacej
ZFA,n=8

50,50
+7,97

53,16
+13,80

41,50
+8,80

3,61 171,66
+0,54 +42,87

70,16
+2,11

47,33 3.4 2,11
+5,52 +0,58 +0,10

1,88
+0,56

0,83
+0,09

Objasnienia jak w tab. 2

Tab. 9. Srednie warto$ci wskaznikéw hematologicznych krwi
dzikéw w dniu zakonczenia badan, po trzech latach podawa-
nia karmy zawierajacej ZEA,n =8

13,00
+2,13

9,89
+1,07

9,54
+0,94

0,57
+0,03

62,02
+3,81

1,54
+0,48

18,91
+3,73

Objasnienia: jak w tab. 1

czystej substancji, jak i w zanieczyszczonej mikotok-
syng kukurydzy byty niskie (16), celem autorow byto
bowiem, by warunki do§wiadczenia, a zatem 1 kontakt
dzikow z ZEA, byly jak najbardziej zblizone do wa-
runkow naturalnych. Autorzy przedstawionej pracy
nadal prowadzg badania nad wptywem niskich dawek
ZEA na zaburzenia w rozrodzie dzikéw i1 kumulacja
mikotoksyny w tkankach zwierzat.

Tab. 10. Srednie wartosci wskaznikéw biochemicznych w surowicy krwi dzikéw w dniu zakonczenia badan, po trzech latach
podawania karmy zawierajacej ZEA, n =8

204,55* | 117,22* 47,22 3,73 144,66 68,88 32,66 9,64* 2,65 2,62 1,07
+39,63 + 28,56 +18,19 +1,23 +23,31 +6,98 +6,61 +2,08 +0,09 +0,69 +0,19
Objasnienia: * p < 0,01 w stosunku do pozostatych wynikdéw, pozostate jak w tab. 2
jego zanieczyszczenie (1). Casas-Diaz i wsp. (5) opi- PiSmienictwo

sujac swoje spostrzezenia, uzywaja pojecia interwalu
referencyjnego (Reference intervals — RI). RI opisuje
zakres uzyskiwanych wartosci, a jego wielko$¢ jest
zalezna od stresu zwigzanego z odlawianiem. W ba-
daniach wspomnianych autoréw wartos¢ RI, a zatem
i rozrzut wynikéw, jest bardzo duzy. Wptyw podawanej
dzikom iwermektyny (IVOMEC) na wyniki badania
hematologicznego krwi badali Lopez-Olvera i wsp.
(18). Stosowany przez nich model doswiadczenia
zaktadat porownanie wynikow morfologii 1 bioche-
mii krwi w grupie kontrolnej i badanej w dniu 0, oraz
po 10 dniach stosowania iwermektyny. Autorzy we
wnioskach stwierdzaja, ze podawanie leku wplywa
istotnie na podwyzszenie wartosci AST. Analiza przed-
stawionych przez nich wynikéw wskazuje jednak, ze
przyczyna podwyzszenia aktywnosci AST, stezenia
triglicerydéw, mocznika i kreatyniny musiata by¢
inna, poniewaz przedstawione przez wspomnianych
badaczy wyniki grupy kontrolnej i badanej w 10. dniu
doswiadczenia praktycznie nie r6znig si¢ od siebie.
Reasumujac, na podstawie uzyskanych wynikow,
nalezy stwierdzi¢, ze: stezenie ZEA 150 ug/kg mc
podawane okresowo przez 7 dni w odstepach 2-mie-
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