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Aktywno$¢ wybranych niespecyficznych fosfataz
oraz alfa-esterazy w narzqdach $winek morskich
w ostrym i przewlektym zatruciu Karbatoxem

Z Zaktadu Anatomii Patologicznej Instytutu Chor6b Zakaznych i Inwazyjnych
Wydzialu Weterynaryjnego AR we Wroclawiu

»Karbatox zawiesinowy 775”, zawierajacy
75% substancji aktywnej l-naftylo-N-metylo-
karbaminianu, znalazt zastosowanie w ochro-
nie ro$lin, tepieniu owadéw i ektopasozytoéw
zwierzat domowych oraz jako srodek grzybo-
bbdjezy. Substancje czynne tego zwigzku ha-
mujg aktywnosé esteraz cholinowych (20), jed-
nak znacznie stabiej i kroécej anizeli zwigzki
fosforoorganiczne (1, 12). Hamowanie to jest
latwo odwracalne i aktywnos$¢ esteraz wraca
do normy juz po 1—3 dniach od chwili zatru-
cia Karbatoxem (1).

Wsréd prac nad toksycznym dziataniem Kar-
batoxu u zwierzat (1, 7, 8, 9, 11, 12, 15, 18)
tylko w jednej z nich (8) przedstawiono obraz
zmian histochemicznych w narzadach kur —
po zatruciu tym zwigzkiem. Dlatego tez w ni-
nlejszeJ pracy postanowiono prze$ledzi¢ zacho-
wanie sie niektérych fosfataz niespecyficznych
tj. fosfatazy zasadowej (FZ) i fosfatazy kwas-
nej (FK) oraz esterazy niespecyficznej (EN) —
alfa~esterazy w narzadach $winek morskich
i sprawdzi¢, w jakim stopniu aktywnos¢ tej
ostatniej jest hamowana przez Karbatox.

Material d metody

Do badan uzyto 20 dorostych $winek morskich,
sameéw, w wieku 8 miesiecy, o wyréwnanym cieza-
rze ciata (600 g). Zwierzeta trzymano i karmiono we-
dlug ogélnie przyjetych norm i podzielono je na trzy
grupy:

I grupa doSwiadczalna (zatrucie ostre) — 10 zwie-
rzat, ktérym jednorazowo podano per os do Zoladka
(sonda iglowa) Karbatox w ilosci 500 mg/kg cc. w
w 3 ml wody destylowanej,

IT grupa do$wiadczalna (zatrucie przewlekle) — 5
zwierzat, kté6rym podawano czterokrotnie per os Kar-

batox (jak wyzej) w iloSeci 200 meg/kg c.c. w wodzie
destylowanej, w odstepach tygodniowych,

ITI grupa kontrolna — 5 zwierzat, kt6rym podawa-
no per os wode destylowana.

Zwierzeta z grupy I zabijano przez skrwawienie po
24 godzinach od chwili rozpoczecia do$wiadczenia,
a zwierzeta grupy II po 1 miesigcu. W identycznym
czasie zabijano zwierzeta kontrolne. Bezposrednio po
zabiciu zwierzgt pobierano od nich wycinki z nerek,
watroby, pluc i $ledziony, utrwalano je w zimnym
plynie Bakera przez 18 godzin i krojono 2z nich
skrawki mrozone grubo$ci 10 mikrondéw. FZ wykry-
wano metodg precypitacyjng Gomoriego (5), a FK
metodg Gomoriego w modyfikacji Vorbrodta (22, 23).
Oba enzymy ujawniano inkubujac skrawki przez 40
minut w temp. 37°C z wyjatkiem nerek, ktére przy
FZ inkubowano przez 10 minut. EN ujawniono me-
toda Nachlas-Seligmana (14) w modyfikacji Gomo-
riego (6), inkubujgc skrawki w temp. 18°C 5 i 10 mi-
nut. Kontrole reakcji enzymatycznych dla wszyst-
kich enzymoéw wykonywano na skrawkach narza-
déw bez uzycia substratu (kontrola dodatnia).

Jednocze$nie pobierano do badan histopatologicz-
nych wycinki nerek, watroby, $§ledziony 1 ptuc,
utrwalano w 7% zbuforowanej formalinie i barwiono
rutynowo hematoksyling Delafielda-eozyng.

Wyniki

Wyniki badan histoenzymatycznych w narzadach
swinek morskich przedstawiono schematycznie w
tab. 1.

Fosfataza zasadowa: w nerkach zwierzat kontrol-
nych wyrazny odczyn na FZ lokalizuje sie na pozio-
mie rabka szezoteczkowego kanalikow kretych U
zwierzat do$wiadezalnych grupy I notuje sie silny
wzrost reakeji, przy niezmienionej jak w kontroli
lokalizacji enzymu. W grupie II odczyn w rabku
szezoteczkowym kanalikéw jest na poziomie kontroli,
pojawia sie natomiast w komoérkach mesangium klgb-
ka nerkowego.

W watrobie zw1erzat kontrolnych reakcja dodatnia
obejmuje sieé naczyniowa, blony komoérkowe hepa-

Tab. 1. Odezyny histoenzymatyczne w narzadach §winek morskich w ostrym i przewleklym zatruciu

Karbatoxem
e Odeczyny histo- | .
“"x.,____ enzymaty- Zatrucie ostre Zatrucie przewlekle
Narzady ~ T e | —
Grupy e FZ FK EN | Fz FK EN
zwierzat s | ,
; K ++ ++ +++ ++ -+ +++
K ++ +++ ++ + o o]
Watroba D i H + + I3 +
Pluca K P ++ ++ + R + -+
D + + -+ i + | i
] K + + + +
Stedziona D 4+ o PRI 4 4+
5 v = zwierzeta do§wladczalne; + = odczyn dodatni; ++ = odezyn silnie dodatni;

Objaénjenia: K = zwierzeta kontrolne;
+++ = odczyn bardzo silnie dodatni;
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FZ = fosfataza zasadowa;

FK = fosfataza kwasna; EN = esteraza niespecyflezna.
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locytow narzgdu oraz komorki Browicz-Kupffera,
Przy zatruciu ostrym (grupa I), wyrainy wzrost reak-
¢ji obserwuje sie w komorkach Browicz-Kupifera,
a slabszy w Scianie 2yl Srodkowych i naczyniach
triady walroby. W grupie II malomiast, reakcja do-
datnia w komoérkach Browicz-Kupffera wyraznie ob-
niza si¢ w stosunku do kontroli, za§ w naczynidch
krwionoSnych jest podobna jak w grupie I.

W plucach $winek kontrolnych reakecja dodatnia
lokalizuje si¢ w Srédblonku i przydance naczyn, na-
blonku oskrzelikowym, komoérkach $cian pecherzy-
kow oraz blonach komdérkowych limfoblastéw i lim-
focytéw grudek chlonnych. W I grupie reakcja loka-
lizuje si¢ podobnie jak w kontrodi, ale jest nieréw-
nomierna. Najsilniej reagujg nablonki oskrzelikéw
i srodblonki naczyn, stabiej za§ komorki §cian pe-
cherzyko6w plucnych. W II grupie, nieréwnomierng
reakcje notuje sie tylko w mnablonku oskrzelikow.
Czeé¢ komorek tego nablonka reaguje silniej, cze$é
za$ znacznie stabiej jak w kontroli.

W S$ledzionie zwierzat kontrolnych reakcja dodat-
nia lokalizuje si¢ w S$cianie naczyhn krwionosnych,
komoérkach zernych miazgi czerwonej oraz blonach
komérkowych limfoblastow 1 limfocytéw grudek
chionnych. W zatruciu ostrym (grupa I) znaczny
wzrost reakcji notuje sie w komoérkach zernych
miazgi czerwonej oraz limfocytach, lezgcych na ob-
wodzie grudek chlonnych, W zatruciu przewleklym
natomiast (grupa II), wzrost reakcji obserwuje sie
tylko w limfocytach grudek chionnych.

Fosfataza kwa$na: w nerkach zwierzat kontrol-
nych, drobnoziarnisty odeczyn, odpowiadajgcy lizoso-
mom, zlokalizowany jest w cytoplazmie komoérek na-
bilonka kanalikéw kretych i samotnych komoérkach
mezenchymalnych tkanki podScieliskowej. U $§winek
grupy I obserwuje sie spadek reakcji dodatniej, przy
zachowanej iloSci i wielko$ci lizosomoéw, W grupie 1I
reakcja ma charakter dytfuzyjny i jest rozproszona
w catej cytoplazmie komorek.

W watrobie zwierzat kontrolnych dodatni odezyn
wystgpuje w odpowiadajgcych lizosomom ziarnisto-
Sciach cytoplazmy, wyznaczajacych biegun wydziel-
niczy komoérki, w cytoplazmie komoérek Browicz-
-Kupffera oraz w §rédblonku naczyn krwionosnych. W
obu grupach do$wiadczalnych notuje sie wyrazny spa-
dek raekcji, zwlaszcza w strefie centralnej zrazika
watrobowego. Natomiast wzrost dodatniej reakeji
wykazujg komoérki Browicz-Kupffera, pod postacig
grubych ziarnisto$ci, oraz nieliczne leukocyty, tkwig-
ce w Swietle naczyn krwionoénych.

W plucach grupy kontrolnej wyraZny, drobnoziar-
nisty odczyn obejmuje nablonki oskrzelikéw, fago-
cyty przegrodek miedzypecherzykowych i grudek
chtonnych oraz makrofagi. W I i II grupie obserwu-
je sie wyraZzny spadek odczynu przy takiej samej
lokalizacji jak u zwierzat kontrolnych.

‘W S$ledzionie zwierzat obu grup doSwiadezalnych
obserwuje sig intensywniejszg reakcje w komoérkach
zernych grudek chionnych, niz u zwierzgt kontrol-
nych.

Esteraza niespecyficzna: w nerkach zwierzat kon-
trolnych réwnomierny dodatni odezyn wystepuje w
komoérkach kanalikéw kretych i zbiorczych, jak row-
niez w endocytach petli naczyniowych klebuszkéw
Malpighiego. U §winek obu grup do§wiadczalnych
notuje sie wyrazny spadek reakeji w nablonku ka-
nalikéw kretych nerek, silniejszy przy podstawie ko-
morek, stabszy przy ich wierzchotku.

W watrobie zwierzat kontrolnych réwnomierny,
wyrazny odczyn ujawniajg hepatocyty (zwlaszcza le-
zgce tuz przy zyle centralnej), nablonki miedzyzrazi-
kowych przewodow zoOlciowych i maczynia triady na-
rzadu. Przy zatruciu ostrym (grupa I) nastepuje spa-
dek reakeji w hepatocytach obwodowych stref zra-
zika, wzrost za§ w komoérkach Browicz-Kupffera
i ujawnienie sie reakcji w leukocytach, tkwigcych w
w Swietle naczyn krwionoénych. Przy zatruciu prze-
wleklym (grupa II) reakcja jest nierdwnomgderna, sil-

na w centrum zrazika, bardzo slaba w strefie po-
Sredniej i na obwodzie.

W ptucach $winek kontrolnych intensywna reakcja
uwidacznia sie w nablonku oskrzelikéw i nablonku
oddechowym, a nieco stabsza w $rédblonku sieci na-
czyniowej oraz makrofagach grudek chlonnych. W
I grupie do$wiadczalne] obserwuje sie nieznaczny
wzrost reakcji w fagocytach §Scian pecherzykéw pluc-
nych, w grupie II natomiast, silniej niz w kontroli,
reaguja magrofagi grudek chlonnych, a reakecja w
nabtonku oskrzelikéw jest nieré6wnomierna.

W S$ledzionie zwierzgt kontrolnych wyraznie reagu-
ja histiocyty i makrofagi miazgi czerwonej i bialej oraz
§rdédbtonki naczyhn zatok. W obu grupach do§wiad-
czalnych notuje sie¢ bardzo silny wzrost odezynu w
namnozonych komoérkach zernych narzgdu. W cyto-
plazmie za$§ makrofagdédw obserwuje sie liczne, silnie
reagujgce wakuole.

Badaniem histopatologicznym w nerkach, watrobie
i plucach zwierzat grupy I stwierdza sie nieznaczne
zaburzenia hemodynamiczne, sprowadzajace sie do
znacznego wypelnienia krwig catej sieci naczyniowej
tych narzadéw. W $ledzionie oraz narzgdach §winek
grupy II i III nie dostrzega sie istotnych zmian.

Omoéwienie wynikéow

Z przeprowadzonych badan wynika, ze Kar-
batox w nieznacznym stopniu obniza aktyw-
no§é esterazy niespecyficznej w watrobie swi-
nek morskich, co manifestuje sie ostabieniem
odczynu na ten enzym w strefach obwodo-
wych zrazikow narzadu. Ro6wnoczesnie stwier-
dzono w obrebie zrazikéw watroby spadek ak-
tywnosci fosfatazy kwasnej, przy jednoczes-
nym wzrosdcie fosfatazy zasadowej.

Podobne zmiany jak w badaniach wlasnych,
obserwowali u kur Houszka i wsp. (8), po do-
$wiadczalnym zatruciu zwierzgt Sevinem oraz
Undenem. Autorzy (8) wykazali, ze uszkodze-
nie obwodu zrazika watrobowego jest uwarun-
kowane blokadg esterazy niespecyficznej — od-
odpowiedzialnej miedzy innymi za degradacje
tluszezdéw w komérece. Karbatox zatem, podob-
nie jak i zwiazki fosforoorganiczne (1, 12, 15)
powoduje obnizenie aktywnos$ci esterazy nie-
specyficznej w watrobie s§winek morskich. Spa-
dek za§ aktywnosci fosfatazy kwasnej w wa-
trobie, §wiadezy prawdopodobnie o funkcjonal-
nej depolaryzacji hepatocytéw, oraz o zakléce-
niu ich czynnosci wydzielniczych (21, 25).

Istotng zmiang obserwowang w badaniach
wlasnych byla wzmozona aktywnos¢ fosfatazy
zasadowe] w obrebie naczyn krwionoénych wa-
troby. Spostrzezenie to ma duze znaczenie,
gdyz jak wiadomo, odczyn na FZ w naczy-
niach krwionos$nych pozwala na dokladne prze-
sledzenie ukrwienia badanej tkanki czy narza-
du. Ponadto wzrost aktywno$ci tego enzymu w
obrebie naczyn krwiono$nych moze $wiadczyé
o ich zwigkszonej przepuszczalnos$ci (4).

Wedtug Jopka i wsp. (9) Karbatox moze wy-
wolywa¢ w organizmie zwierzecym wstrzas
chemiczny o charakterze anafilaktycznym. Cy-
towani autorzy (9) obserwowali bowiem w
obrazie mikroskopowym narzadéw kur, zatru-
tych tym zwigzkiem, zaburzenia w krazeniu
(przekrwienia, wylewy krwi), spowodowane
zwiekszong przepuszczalno$cig naczyh krwio-
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no$nych, a wiec podobne do zaburzen, jakie
obserwuje sie przy zatruciu zwierzat zwigzka-
mi fosforoorganicznymi. Obserwacje te, po-
twierdzajg rowniez nasze badania u $winek
morskich przy ostrym ich zatruciu, u ktérych
podobnie jak u kur (9) obserwowano silne
przekrwienie calej sieci naczyniowej watroby,
nerek i pluc.

Juz po 24 godzinach, a wiec po jednorazo-
wym zastosowaniu Karbatoxu, obserwowano
spadek aktywno$ci fosfatazy kwasnej w ner-
kach, przy czym ilo$¢ i wielkosé lizosomow w
komoérkach nablonka nie wykazywala ro6znic.
Swiadcezy to prawdopodobnie o tym, ze jedno-
razowa dawka Karbatoxu powoduje obnize-
nie akfywno$ci metabolicznej lizosomoéw lub
zmniejsza przepuszczalno§é ich lipoproteino-
wych blon. Nalomiast w zatruciu przewleklym
(grupa II) obserwowano w nerkach reakcje dy-
fuzyjna, ktéra jest wyrazem uszkodzenia bion
lizosomalnych i przechodzenia zawarto$ci lizo-
soméw do cytoplazmy komoérki (2, 3, 13, 24).
Podobne uszkodzenie nerek u $winek morskich
obserwowano po naskérnym stosowaniu u nich
4% roztworu Neguvonu (10), gdyz zwiazek ten
(15, 16) podobnie jak i Karbatox, szybko wy-
dalany jest z moczem z organizmu zwierze-
cego.

Wyrainy wzrost aktywnosci esterazy niespe-
cyficznej, fosfatazy kwasnej i zasadowej noto-
wano w makrofagach, histiocytach i limfocy-
tach Sledziony oraz pluc, jak réwniez w komér-
kach Browicz-Kupffera w watrobie. Szczegol-
nie wyraznie dalo sig to zauwazy¢ w makrofa-
gach Sledziony przy EN. W cytoplazmie tych
km_nérek spotykano bowiem liczne, silnie rea-
gujace wakuole trawienne (fagosomy). Wzrost
zatem aktywnosci badanych fosfataz (FK i FZ)
1 esterazy niespecyficznej w tych komoérkach,
swiadczy o zwiekszonej ich czynnosci fagocy-
tarnej (19). Podobny wzrost aktywnosci komo-
rek zernych przy do$wiadczalnym zastosowa-
niu u zwierzat zwigzkow fosforoorganicznych
obserwowali inni autorzy (10, 17)
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Magein . A., Canem X. — AKTHBHOCTL, HecHeundgu-
yecKoit mesounoit (FZ) m kucacit (FK) docdaras un
gsecneuncpnyeckoin aabn@azcrepassl (EN) y MopcKMxX
CBMHOK IIPM OCTPO¥ M XpPOHMMECKOH HMHTOKCHKAIMN
npeoapaTom Karbatox.

VicenenoBaHuaM NOABEPIJIM MOPCKMX CBMHOK IDPU
9KCIIePMMEHTANBHOM MHTOKCHMKALMy IpenaparoM ,Kar-
batox-zawiesina 75 (cogepzxamum 75% axTMBHOI CyG-
cranuuyu 1-HadpTma-N-metnakapbamara). YCTaHOBMIY,
YTO NpenapaT BbI3bIBAeT NOHUIKEHMe AKTUBHOCTHM Hec-
nenudniecKolil anb@ascTepas’bl B IIeYeHM ¥ CUIIbHYIO
CTUMyJIANMI0 (arouuTapHOi AaKTMBHOCTM Makpodaros
opranmM3Ma. Y CTAHOBMIIM OAHAKO, YTO KakK OJHOKPAaTHOE
TAaK J MHOTOKPaTHOe IpMMeHeHue npenapata Karbatox
He BBIZbIBAET CYIIECTBEHHBIX T'MCTO-IATOJOIMYIECKUX
M3MEeHeEMI BO BHYTPEHHMX OpraHax STMX ZKNMBOTHBIX.

Madej J. A., Salem H. — The activity of chosen non-
specific phosphatases and alpha-esterase in organs
of guinea-pigs in acute and chronic Carbatox toxicosis.

There was determined the activity of alkaline phos-
phatase, acid phosphatase and non-specific esterase
in internal organs of guinea pigs experimentally in-
toxicated with Carbatox 75 (75% of the active sub-
stance, i-naphtyl-N-methylcarbamate). It was found a
decrease of the activity of non-specific esterase in
the liver of intoxicated animals and strong enhance-
ment of phagocytosis. Typical histopathological lesions
were not found in internal organs of animals after
one or manyfold application of the drug.

MITTAL K. R.,, INGRAM D. G.: Czynniki wplywajace
na bakteriocydie surowicy krwi owiec. (Factors in-
volved in blactericidal activity of sheep serum), Am.
J. vet. Res. 36, 1183—1187, 1975 (8).

Okreflono dzialanie bakteriob6jcze pelnej krwi,
plazmy i surowicy owiec w stosunku do trzech sero-
typ6w Escherichia coli. Stwierdzono, Ze najsilniejsze
dziatanie bakteriobdjcze w stosunku do szczepu
078:K80 (B) i Lilly wykazuje plazma, nastepnie pelna
krew i surowica. Uklad przeciwcialo-dopelniacz nor-
malnej surowicy wywiera dzialanie bakteriobdjcze na
postacie R szczepu Lilly, natomiast tego dzialania
nie wywierajg poszczegélne komponenty tego ukiadu.
Bakteriocydia surowicy nie zalezy od wystepowania
w niej przeciwcial! skierowanych przeciwko otoczkom
lub rzeskom bakteryjnym. Przypuszcza sie natomiast,
Zze przeciwciala o dzialaniu bakteriobdjczym to prze-
ciwciala skierowane przeciwko antygenowi R, ktory
lezy wewnetrznie w stosunku do polisacharydowego
antygenu ,,0”. .

BUYSSCHER E, V., BERMAN D. T.: Przygotowanie
monowalentnych surowic dla immunoglobulin cielat
przy uzyciu immunosorbentéw z agaroza. (Prepara-
tion of monospecific antiserums against porcine im-
munoglebuiins using agarose-linked immuneosorbents).
Am. J. vet. Res. 36, 1323—1326, 1975 (9).

W oparciu o metode wytracania immunoglobulin
50% roztworem siarczanu amonowego oraz rozdzial
chromatiograficzny na kolumnach wypeinionych DEAE
celulozg, wyizolowao z surowicy prosigt i serwatki
mleka macior immunoglobuliny Kklasy 1gG, IgA i
IgM. Otrzymano réwniez na kroélikach specyficzne
surowice odporno$ciowe dla poszczegdlnych klas im-
munocglobulin prosigt. Monospecyficzno§é surowic dla
laAcuchéw gamma, alfa i mi uzyskano po absorpcji
na agarozie z CNBr. Zaleta stosowania immunosor-
bentéw jest mozliwo$é wielokrotnego wykorzystania
kolumn przez okres co najmniej 6 miesigcy.



