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WYKAZ SKROTOW
OTA : Ochratoksyna A
OTB : Ochratoksyna B
OTC : Ochratoksyna C
OToa : Ochratoksyna
AW : Aktywnos$¢ wodna
BEN : Batkaiska endemiczna nefropatia
MPN : Mykotoksykozowa nefropatiavin
CIN : Przewlekiesrodmigzszowe zapalenie nerek
OE-OA: Etylo-amidowa ochratoksyna
d-OA : Fenyloalninowa forma ochratoksyny
DC-OA: Zdekarboksylowana ochratoksyna
OM-OA : O metylowy ester ochratoksyny

M-Oua : Ester metylowy ochratoksyry

FAO : Swiatowa Organizacja Dodatkoifiywieniowych

WHO : Swiatowa Organizacja Zdrowia

IARC: Mi¢dzynarodowa Agencja Baflmad Rakiem.

MRP-2: Biatka oporngci wielolekowej

CYP: Bialka enzymatyczne.

COX: Cyklooksygenazy

LOX: Lipooksygenazy

ATP: Adenozyna trojfosforanowa.

PEPCK: Karboksykinazy- fosfoenolopirogronianu.
MDA: Malonylo dialdehyd

NK: Komorki bojcze.
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WSTEP

Grzyby wystpuja w naturze jako heterotroficzne mikroorganizmy. Watzap
one weglowodany, kwas cytrynowy i szereg innych kwaséweltbre z nich, jak
Aspergillus, Penicillium i Fuzariunprodukuy ponadto drugokgdne metabolity zwane
mikotoksynami [1, 4, 87]. Ze wzglu na znaczne rozpowszechnienie mikotoksyn w
paszach i w produktactywnosciowych [8, 45, 79, 80] stanowbne powane zagraenie
dla zdrowia ludzi i zwiergt. Ocenia s}, ze okoto 25%, a wedtug niektorych szacunkoéw
nawet do 40%ziarna zba naswiecie skaone jest co najmniej jegnmikotoksyn [16,
17, 36]. Powoduje to ogromne straty ekonomiczne, [86, 45, 128]. Mikotoksyny
zmniejszag bowiem okreszywotnasci nasion zbg, obnizajg jakas¢ produktow oraz
skracag czas ich przechowywania. Wytwarzanie mikotoksyreprgrzyby pozostaje w
scistej zalenosci od warunkéwsrodowiskowych [17]. Te toksyczne metabolity grzybdéw
znane g od dawna, jednak mibwos¢ ich powstania w paszach i patogennego wptywu
na organizm zwiegt nie byta brana pod uwegaz do czasu wysgpienia ostrego
zatrucia u indykéw w Anglii w 1960 r. Padto wowczpenad sto tysty ptakow, a
przyczyry zatrucia okazato sispaycie paszy skaonej aflatoksya [17, 64, 82]. Pierwsze
przypadki zatrucia ochratoksyru drobiu zostaty opisane w Stanach Zjednoczonych
przez Hamiltona i wspotpracownikow w 1982 roku itybzyty indykéw, kur niosek i
kurczt brojlerow [14, 62, 73]. Stopte skaenia paszy ochratoksynA w tych
przypadkach wahatsiod 0,3-16 mg/kg. [28]. Obserwowano zaburzenie stzr28, 30,
42, 73], zmniejszenie produkcji jaj i wyspkmiertelna¢ [28].

Od tego czasu w wielu laboratoriach na calmiecie podgto intensywne badania nad
mikotoksynami. Aktualnie znanych jest okoto 400 atdksyn [17, 45]. Ze wzgtu na
swoj zréaznicowary budowe chemicz, mikotoksyny wykazuy rézne dziatanie
patogenne. NajgZciej dziataj one nefrotoksycznie [25, 40, 58, 68, 71, 80, &,1892,
103, 104, 113, 114, 115, 134], hepatotoksyczni@3324, 28, 77, 86, 99, 124, 125, 127],
cytotoksycznie [2, 10, 11, 12, 23, 50, 65, 118Juro&ksycznie [12, 43, 100, 131]
karcinogennie [11, 17, 68, 103, 106], estrogenh&l], immunosupresyjne [4, 5, 20, 22,
28, 29, 47, 57, 67, 69, 84, 85, 94, 110, 116, 119, 123, 130], a tak teratogennie [12,
14, 73].

Najwicksze znaczenie z punktu widzenia toksykologicznegaj: aflatoksyna,
ochratoksyna A, patulina, citrinina, rubratoksthanonizyny (B1, B2, B3), zearalenon

oraz trichotheceny grupy A i grupy B.
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Ochratoksyna A (OTA) jest bezbargvsubstangj krystaliczry o temperaturze topnienia
90°C, ktdéra pod wptywem promieni UV barwiesha niebiesko. Jest ona bardzo dobrze
rozpuszczalna w polarnych rozpuszczalnikach orgagith oraz wodnych roztworach o
odczynie zasadowym. Stabo natomiast rozpuszczavsivodzie [82]. Obecrig grup
fenolowych i karboksylowych w @steczce OTA decyduje o jej kwasowym i stabo
hydrofilowym charakterze [131]. Uznawana jest zaigzek naleéacy do grupy
metabolitow pentaketydowych [17, 91]. Posiada stmgkztozong z jednej czsteczki
dihydroizokumaryny (7-carboksy-5-chloro 8-hydrokaydihydro-3 R-
methylizokumaryna) zvwazanej wyzaniem peptydowym z B-fenyloalanin (Ryc. 1) [2,

11, 12, 24].

20
19 21

Lk 15

Ryc. 1. Wz0or strukturalny ochratoksyny

Jest ona wytwarzana przez jedar@ gatunkow grzybéw z rodzaju Aspergillus oraz
dziesg¢ gatunkow grzybow z rodzajenicillium Do gtéwnych gatunkow grzybdéw
produkupcych ochratoksyyn A nalezy: Penicillium verrucosum, P.chrysogenum,
P.commune, P.cyclopium, P.politans i P.nordicum,pBrpurescens, P. expansum, P.
variabile i P. viridicatum oraz Aspergillus ochracg A. alliaceus, A. elegans, A. fresenii,
A. melleus, A. ostianus, A.petrakii, A.sclerotioyusulphureus, A. glaucy®91] i A.
carbonarius[1]. Badania mykologiczne wskazupge w ziarnie zbd ochratoksyna A jest
najczsciej produkowana przez grzyby z rodzaRenicillium [49]. Pocatkowo za
gtébwnego producenta ochratoksyny A uznaw&eaicillium viridicatum.Jednak w roku
1987 na podstawie parametréw morfologicznych, agakskanikéw wzrostu i produkcji

toksyn wykazanoze to P.verrucosuma nieP.viridicatum jest gidwnym producentem
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ochratoksyny A. Obecnie uwa sk, ze gldownymi gatunkami grzybow wytwarzaymi
ochratoksyn A s P.verrucosum, A.ochraceus oraz A.carbonarium
P.verrucosuntozwija sé tylko w umiarkowanych temperaturach paji30°C oraz przy
aktywndici wodnej ponizej 0,8 P. Dlatego nie wysgiuje on w krajach tropikalnych i
subtropikalnych, a najezciej spotykany jest w krajach strefy umiarkowangjkolei
A.ochraceusrozwija st w cieptym klimacie w krajach tropikalnych przy gkinosci
wodnej 0,8. Podobnié.carbonariusrozwija st w cieptym klimacie i charakteryzujeesi
wysoka oporndcia na promienie stoneczne. Stanowi on gtévrato ochratoksyny A w
winie, winogronach oraz w kawie [1]. Riee § organizmami ubikwitarnymi i ich
zdolna¢ skazania zaréwnosrodkow spaywczych przeznaczonych do konsumpciji
cztowieka jak i pasz dla zwiegizjest powszechnie znana [101]. Wzrost tych grzyindev
jest jednak réwnoznaczny z wytwarzaniem przez nigejdilosci ochratoksyn, ktore
zalene jest od szeregu czynnikdw wedmanych jak aktywn& wodna, pH oraz
potencjatredox a take zewrtrznych jak wilgotné¢ wzgledna, temperatura, dephnas¢
tlenu oraz jakét i sktad substratu [17]. Wytwarzanie ochratoksynzeg Aspergillus sp
jest wyzsza w substracie sktadaym st z ziarna arachidowego i soiznw substracie
ztozonym z ziarna zboi ziarna kukurydzy. Z drugiej strony zk stanowy lepszy
substrat dla produkcji ochratoksyny A prZeenicillium verrucosumWykazano take, ze
produkcja ochratoksyny A jest gkisza w miejscach daietlonych ni w ciemnych, a
takze w obecnéci jonow zelaza, miedzi i cynku oraz przy pH-5,5. Wzrost pdiywa
zdecydowanie hamago na synteg ochratoksyny. Wanym czynnikiem decydagcym o
rodzaju produkowanej ochratoksyny, a co za tymeigpniu jej toksyczrioi jest take
wiek hodowli grzybow. Najbardziej toksyczne formghoatoksyny wytwarzane przez
grzybnie po jedenastu dniach wzrostu [45].

Toksyczne metabolity grzybdévAspergillus mog wystpowa w wielu produktach
spazywczych. Stwierdzano je w orzeszkach ziemnych BA), ziarnie zbé [1, 36, 45],
nasionach bawelnyyta, przenmyta, jgczmienia, rzepaku, owsa [41], sorgo, kakao [12],
ziarnie kawy [12, 24], sianie, chmielu [82],zty [20, 114], wdzonym mg¢sie [45, 82],
orzechach brazylijskich [82], ziarnie kukurydzy [0, 41, 71], suszonych rybach [82],
nasionach rdin oleistych pochodgcych ze strefy tropikalnej i subtropikalnej, trawwac

roslinach stgczkowych [64], ziarnie grochu [82], mieszankach zoagych dla drobiu

! aktywnai¢ wodna = stosunekiienia pary wodnej danego produktu dénicie pary wody czystej w tej
samej temperaturze.
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[82], sokach owocowych, winie, piwie [1], produkitamleczarskich [41, 45] a ta& w
chlebie [45]. Wysokie stenie ochratoksyny A(50 pg/kg) zostatlo stwierdzone w
przyprawach korzennych i ziotach leczniczych [8®)stepuje ona rownig w suszonych
figach (60-120ug/kg), winogronach (25Qug/kg) oraz wliwkach (210-280ug/kg).
Natomiast w sokach owocowych wggtje w niewielkich ildciach. W soku
grejpfrutowym stwierdzono 1,3ig ochratoksynyA/litr, w soku pomidorowym 0,032
ug/litr, a w soku z czarnej porzeczki 0,Q@/litr. Spotykana jest rowriew warzywach i
owocach. W pomidorach byto jej 1,44y/kg, w wgniach 2,71ug/kg, figach 7,5ug9/kg, a
w truskawkach 1,44.g/kg. Nieoczekiwanie wysokie ¢genie ochratoksyny A w grdu
33000ug/kg stwierdzono w Tunezji w ziarnie pszenicgdzmienia, mielonych zlmach,
suchych warzywach i oliwkach [70]. Ale tak w krajach Unii Europejskiej okoto 20%
zbieranych zbd przeznaczonych do produkcji zarowno produktdmvnosciowych jak i
pasz dla zwiert skaonych jest mikotoksynami w ifgiach wykrywalnych
laboratoryjnie [36].Srednie skaenie pasz ochratoksynA ksztaftuje si na poziomie
okoto 100-500 pg/kg, a w przypadku nieprawidtowyclvarunkéw przechowywania
moze osagac wartasci nawet powyej 5000 pg/kg [15]. W krajach europejskich w
zbazach i produktach pochodnych wykryto obe@namikotoksyn w sizeniach: 0,1 —
12,5 - 206 — 442 p/kg. W Polsce (w latach 1984w856B na 368 badanych probek chleba
stwierdzono obecrsé6 mikotoksyn wsrednim sgzeniu 1360pug/kg, a w 48 na 215
badanych prébek ghi stwierdzono obecri®é mikotoksyn osrednim s¢zeniu 4370
no/kg.

Zanieczyszczenie ochratokgyA (OTA) migsa i przetworoOw misnych, a take
jej znaczna trwakE w trakcie proceséw technologicznych produksjiwvnosci staje s
powanym problemem dla zdrowia ludzi [45]. Jej obe@nestwierdzono take we krwi,
watrobie i nerkach zwiegt poddanych ubojowi [108]. Badania przeprowadzone w
krajach bytej Jugostawii i w Kanadzie wykazaty obe& ochratoksyny A na poziomie
10-229 ng/ml we krwi loch poddanych ubojowi [108].
Na Batkanach wysgpuje ona powszechnie w produktasfwnosciowych oraz w paszach,
a w surowicy krwi mieszkagych tam ludzi stwierdza giokoto 50 Nm ochratoksyny
[38]. Powoduje ona gemg chorole zwary batkaiska endemiczg nefropaty (BEN) [7,
11, 12, 25, 68, 101, 102, 103, 106, 107, 135]. Gbarmpojawita s po raz pierwszy w
latach 50 w Jugostawii, Rumunii i Butgarii i bylaiggana ze spgyciem owocow
skazonych ochratoksynA. W pocztkowej fazie choroby nie obserwuje; svyraznych

objawéw patognomicznych, co utrudnia wczesie] diagnoz. Niedokrwistd¢
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normochromatyczna wyprzedza typowe objawy klinicamskazugce na dysfunkej
nerek.Czestotliwaos¢ wystpowania tej choroby w zagronych populacjach wynosi okoto
2-25%, asredni wskanik smiertelngci wedtug oficjalnych statystyk w latach 1957-1984
wynosit 3% rocznie [101], przy czym kobiety lsardziej wraliwe niz mezczyzni [34, 73,
101]. Ostatnie badania wskazujze na terenach dotkstych batkaska endemiczna
nefropatj ochratoksyna A obecna jest we krwi 6-18% popullgjizkiej [34]. Choroba
ma charakter przewlekly i rozwija¢siw ciggu kilku lat z posfpujacym rozlanym
widknieniem nerek [17, 34]. U jednego na trzechjgratdw umierajcych na batkasks
endemiczp nefropat¢ notowano take brodawczaki lub raki miedniczki nerkowej,
moczowodow i pcherza moczowego [73, 103]. Badania mikrobiologiczmykazaty
obecnd¢ bakterii z rodzajlEnterobacter, Proteusraz E.coli w moczu i kale [104]. U
zwierzat ochratoksyna zostata uznana za gtéwny czynniblagiiczny przewlekiej
mikotoksykozowej nefropatiiswin (MPN) [25, 104, 105, 108]. Po raz pierwszy
stwierdzono 4 w Danii, a nasfpnie w Butgarii [108]. Choroba rozwijagsw ciggu kilku
mieskcy, a jej najbardziej widocancechy jest powekszenie nerek. Dlatego w Danii
wszystkieswinie wykazugce w rutynowych badaniach poubojowych pgkszenie nerek
badane sw kierunku obecnixi ochratoksyny A, a w przypadku stwierdzenia wkaeh
ilosci przekraczajcych 10 pg/kg cata tusza podlega konfiskaciérednia zawart
ochratoksyny A wywotuyca mykotoksykozow nefropatg swin wynosi okoto 200ug/kg.
W surowicy krwiswin pochodzacych z tego regionu stwierdzano w 1994 rékednio
60.9 ng/mlochratoksyny A, a w tkance nerkowej 42-427 ngfgréwno batkaska
endemiczna nefropatia jak i MPN charakteryzgie zmianami zwyrodnieniowymi
komorek nabtonka proksymalnych kanalikbw nerkowyanaz srédmigzszowym
widknieniem nerek [17, 55, 68, 80]. Kliniczlkonsekwengj tych procesow jest poliuria
oraz zmiany parametrow biochemicznych i hematologich krwi [105]. U drobiu
karmionego przez rok pagskazong ochratoksya A w skzeniu 0,3-1 mg/kg rozwija i
nefropatia charakteryzaga s¢ zwyrodnieniem nabtonka proksymalnych i distalnych
kanalikow nerkowych ze znacznym zaburzeniem funkopfronu. Dla drobiu
ochratoksyna A jest trzykrotnie bardziej toksyczmia aflatoksyna [50]. Nic wc
dziwnego,ze zatrucia obserwujemy vélaie w tej grupie zwierg. Brojlery otrzymugce
jednorazowo paszzawierajca ochratoksya A w ilosci 16 mg/kg wykazuj cechy ostrej
ochratoksykozy charakteryzigej st apaty, biegunkami, zaburzeniem koordynacii
ruchowej, wyczerpaniem oragmiercia kurczt w ciggu 22-25 godz. [53]. Bardzo

wrazliwe na ochratoksynA sg takze swinie i psy [113, 114, 115]. Dawkaswin powyzej
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1,4 mg/kg powoduje znaczne uszkodzenie nerek, ksjorewielomocz, wymioty,
podwyzszory temperatuy, odwodnienie, zapalenie spojowek, zapalenie gamtiéine
ostabienie przechodee w skrajne wyczerpanigimieré zwierzt [115].

Natomiast u przauwaczy ochratoksykoza jest rzadko spotykana, padiesbecne w
zwaczu mikroorganizmy majzdolnag¢ hydrolizy ochratoksyny A do stabo toksycznej
ochratoksynyu (OTa) i fenyloalaniny [15, 73, 131]. Przewlekie zatei®TA przebiega
Ze zmniejszeniem spycia paszy, wzmmonym pragnieniem i zmianami w nerkach [113,
114, 115].Natomiast przewlekte zatrucie ochratoksyh u drobiu charakteryzuje ¢si
zaburzeniem wzrostu [59, 60], krzegria krwi, fagocytozy [52, 123], integralém
tkanki kostnej [26, 27, 28, 48, 52, 54, 89, 1226 129] i nabtonka jelitowego [16].
Zaburzony zostaje ponadto proces glikogenezy, pozZmatka catkowitego, albumin,
globulin, cholesterolu, tréjglicerydéw, potasu, lsuamoczowego, kreatyniny orgz
glutamylotransferazy [73]. Karmienie niosek przez tjgodnie pasg skaomn
ochratoksyn A w ilosci 2,6 ppm obriyto niesnosci o 38 %, a 5,2 ppm zmniejszyto
niesnosci 0 62% [82].

FAO/WHO ustality 112 ng/kg masy ciata jako oriezyga tolerowan
tygodniowg dawke ochratoksyny, ktdra odpowiada dawce dziennej rmopue 16 ng/kg
masy ciata. Dawka ta zostata obliczona na podstaajiezszego poziomu ochratoksyny
powodujcego uszkodzenie nerkwin, ktére g gatunkiem najbardziej wibwym [73].
W krajach Unii Europejskiej maksymalna dopuszczalaaka ochratoksyny A wynosi 5
ug/kg w zbaach (ry, jeczmien) 3 pg/kg dla produktéw zhmwych i ziarna zbd
przeznaczonego bezgpednio dla konsumpcji cziowieka oraz 1@/kg dla suszonych
owocOw przeznaczonych do produkcji win [1]. W wiekrajach $wiata zostaty
przeprowadzone badania nad obé&cnpochratoksyny A w krwi ludzi zdrowych. Jej
najwickszy zawarté¢ odnotowano w Danii oraz Tunezji, odpowiednio 1gml, 1,2
ng/ml. W innych krajacBrednia ta wynosi dla Stowacji 0,14 ng/ml, SzwegjiOng/ml,
Czech 0,23 ng/ml, Chorwacji 0,39 ng/ml, Wioch 0,88/ml, Hiszpanii 0,71 ng/ml,
Niemiec-0,79 ng/ml, Kanady 0,88 ng/ml, Butgarii -1,0,0 ng/ml, Wgier 0.1-1.4 ng/ml,
a Francji i Japonii- zaledwie 0,068 ng/ml. W Polseglania te zostaty przeprowadzone
przez Goliaskiego w latach 1983-1984 oraz 1984-1985 i wykazaddnio 0,21-0,31
ng/ml ochratoksyny A w surowicy ludzi. Bizynarodowa agencja badaad rakiem
(IARC), oceniagc wptyw ochratoksyny A na organizm cziowieka i zkzig, uznata jej

karcinogenne dziatanie i zakwalifikowalg glo grupy 2B karcinogendw [1, 17, 33, 69].
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Bioragc pod uwag jej potencjalne dziatanie rakotworcze ckomo dzieng dawlke
ochratoksyny wynosiza 5 ng/kg masy ciata jako catkowicie bezpieggr3].
Poszczegolne gatunki zwigtavykazup wiec razna wrazliwosé na ochratoksysn

A, co obrazuje Tab. 1.

Tab. 1. Dawka Dy ochratoksyny dla tnych gatunkow zwiet

Zwierze DLso (mg/kg masy ciata) Droga podania
Mysz (samiec) 51+68 Doustnie
Mysz (samica) 22 Dootrzewnowo
Szczur (samiec/ samica) 12,6/ 14,3 Dootrzewnowo
Brojler 3,3 Doustnie
Indyk 5,9 Doustnie
Swinia 1 Doustnie
Pies 0,2 Doustnie
Swinka morska (samiec/samicg) 9,1/8,1 Doustnie

Faucet-Margquis V. [33].

Metabolizm i kinetyka

Mikotoksyny wnikaj do organizmu najezciej drog pokarmows. Moga one jednak
wnika¢ rowniez drogy oddechow, przez skag badz przez spojowki. Do ptodu przenikaj
przez taysko [12, 15], a take z mlekiem matki [131]. Niewielka 46 ochratoksyny A
jest wchianiana przez btorsluzows zotadka w postaci niezjonizowanej na zasadzie
dyfuzji biernej [33, 73]. Gibwnym miejscem wchiania mikotoksyn, a w szczegokud
ochratoksyny A jest jednak jelito cienkie, zwlaszqaoksymalna ¢ jelita czczego
[33, 44, 111, 112]. Ochratoksyna A wchtaniania @s66% w jelitachswin, w 56% w
jelitach krolikow i w 40% u brojlerow [33, 37]. Wknianie nas{puje na zasadzie dyfuzji
biernej. Proces wchtaniania jest jednak ograniczoraez pomp aktywnego transportu
anionow organicznych MPR-2 na szczytowej powierzeimberocytéw. Po wchioetiu z
krwig zyty wrotnej dostaje si do wgtroby i dalszych nagddéw. W 99% zostaje ona
Zwigzana z biatkami surowicy krwi i tylko niewielka #® pozostaje we krwi (w postaci
wolnej) [17]. W szczegolrimi taczy sk z albuminami surowicy oraz z
niezidentyfikowan makrocasteczle o masie molekularnej 20 KDa [17, 33, 37, 38, 73,
80]. Mechanizm, poprzez ktory ochratoksynagézly st z albuminami nie jest doktadnie
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wyjasniony. Wedtug jednych doniesietaczy st ona w postaci di-anionéw z
podjednostkami IIA i [IB albumin surowiczych [33Moze to opaéniat transport
ochratoksyny A do nagddéw wewretrznych i wydhzaé jej okres péttrwania, prowage

w konsekwencji do przewlektych efektow toksycznyeB, 80]. Podczenia te mog by
jednak konkurencyjnie zagtowane innymi ligandami anionowymi, takimi jak
aminotransferazy, fenyloalanina oraz niektére eigstowe leki przeciwzapalne. Okres
pottrwania OTA jest najdieszy u ludzi i wynosi 30 dni, u matp wynosi on 21i,dnswin
75-120 godz., a u szczurow 55-230 godzz&tie ochratoksyny A i jej metabolitow w
surowicy zaley od takich parametréw jak wysad dawki, czas ekspozycji, droga
podania, okres péttrwania, od tego czy jest onaapachaturalnie w paszy czy w postaci
czystej oraz od stopnia gziania z biatkami surowicy [33]. Wwin, ptakdéw i szczuréw
najwyzsze s¢zenia ochratoksyny A w organizmie stwierdza s nerkach, misniach,

watrobie i tkance tluszczowej [78].

Transport

Jak ju wspomniano, ochratoksyna absorbowana jest gtownaelcinku blizszym jelita
czczego. Wnika ona do komorek zaréwno zargunictwem aktywnego transportu jak i
drogs biernej dyfuzji. Wnikanie to jest jednak redukowaprzez aktywn& pomp
zlokalizowanych w btonie szczytowego obszaru emgdw. S to transportery anionéw
organicznych zwane biatkami opo#eo wielolekowej MRP-2 (Multidrug Resistance
Protein-2) [33]. Gekle i wspoétpracownicy wykazalke w komérkach nabtonka
proksymalnych kanalikow nerkowych wymiana zachgdzna szczytowej powierzchni
btony komorkowej jest inna haita na poziomie powierzchni przypodstawnej i bogzne
komorki [39]. Na poziomie szczytowej powierzchnibf@nka kanalikbw nerkowych
aktywny transport ochratoksyny A odbywae¢ spoprzez transportery fenyloalaniny,
H+/dipeptydow oraz aniondéw organicznych. Natomrastpowierzchni przypodstawnej i

bocznej komorki tylko za poednictwem transporterow anionéw organicznych [33].

Ekskrecja i eliminacja

Ochratoksyna A jest eliminowana z organizmu z mogz&icig oraz z kalem [33, 112,
131]. Czs$¢ wydalana zzétcia moze by ponownie absorbowana w gbie jelit. Jednak
okoto 30-40% ochratoksyny A jest wydalane dromoczows. W nerkach jest ona
filtrowana w kkbkach nerkowych i z moczem pierwotnym dostaje do $wiatta

proksymalnych kanalikow ktych, skgd maze by czgsciowo reabsorbowana i ponownie
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wraca do krwi. Eliminacja poszczegolnych ochratokggst zra@nicowana (Tab. 2).
Badania przeprowadzone przez Li i wsp. wykazaky, u szczuréw czas pottrwania
ochratoksyny A jest najdhszy i wynosi 103 godziny. Czas péttrwania metabaliOTA
wynosi: dla Op-OTA 50 godz., dla Q9,6 godz., dla 4-OH-OTA 6 godz., dla OTB 4,2
godz., a dla OTC 0,6 godz. [3¥)chratoksyna A, ochratoksyna B oraz ochratoksysa
eliminowane gtéwnie dragmoczows (48%). Natomiast 4-OH-OTA jest eliminowana

gtéwnie drog zo6tciows (41%) [33].

Tab. 2. Ochratoksyna i jej metabolity

NAZWA R1 R2
Ochratoksyna A (OTA) H C
Ochratoksyna B (OTB) H H
Ochratoksyna C (OTC) GigH; | ClI

Ochratoksyna A ester metylowy H cl
(metylowy ester fenyloalaniny
Ochratoksyna B ester metylowy
(metylowy ester fenyloalaniny
Ochratoksyna B ester etylowy H H
(ester etylowy fenyloalaniny)

Rouvier. M., Toulouse 2002 [93] (R1, R2 trp&Ryc. 1)

H H

Metabolizm

In vitro ochratoksyna A jest hydrolizowana przy iade enzyméw trawiennych, tp
chymotrypsyny i karboksypeptydazy do ochratoksynj61] i fenyloalaniny [15, 131].
Inkubacja ochratoksyny A z mikrosomami komorektrabowych szczuragwini i
cztowieka, a take w hodowli komoérkowej nerki matp i nabtonka oskoxeego
cztowieka prowadzi do powstania dwéch epimerow bkdylowanych, tj. 4-R-
hydroksyochratoksyny A (4R-OHOA) i1 4-S-hydroksycaioksyny A [24, 33, 109].
Natomiast inkubacja ochratoksyny A z mikrosomaminkoek wgtrobowych krolika lub
nerki swini prowadzi do powstania 10-hydroksyochratoksyxy10-OHOA) [33, 109].
Wszystkie te transformacjeg zalezne od systemu mikrosomalnego mono-oksygenazy
cytochromowej i CYP P-450 oraz peroksydazy [93]ekilbrzy autorzy sugeraj ze
ochratoksyna A jest stabo metabolizowana przezk&ianzymatyczne P-450, a jej
toksyczne oddziatywanie wynika bardziej ze streksydatywnego [2, 33, 39]. Dlatego
dodawane do paszy witaminy A, C i E - gwg wiaciwosci przeciwutleniajce -
zmniejszag jej patogenne dziatanie. Witaminy A i E modaglyponadto aktywna
enzymow kaskady kwasu arachidonowego w szczegflroyklooksygenazy (COX) i

lipooksygenazy (LOX) [33].
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Mechanizm dziatania

Ochratoksyna A wykazuje zdorodne dziatania patogenne, ale przede wszystkiatad
nefrotoksycznie [6, 19, 25, 66, 68, 80, 81, 82,1113}, 115, 120, 121, 133, 134]. Jest ona
uznana za jeden z gtdbwnych czynnikow etiologicznygblu chordob nerek o przebiegu
ostrym i przewlekltym. Wwin typowe objawy kliniczne wyspuja juz po skarmianiu ich
pasz zawierajca 1400 pg/kg paszy [73]. W wysokich dawkach powodtgkze
uszkodzenie strukturalne jelit igtvoby [113]. U szczurow karmionych przez 8-12
tygodni diet skazomg ochratoksys A w skzeniu 2 mg/kg naspuje zmniejszenie
aktywnaici dehydrogenazy mleczanowej, fosfatazy alkaliczieejcyno-aminopeptydazy,
gamma-glutamylo-transferazy oraz N-acet§®-glukozo-amidazy we krwi [33].
Dziatanie nefrotoksyczne polega na uszkodzeniu amzmu odpowiedzialnego za
transport anionéw organicznych wabku szczoteczkowym komorek nabtonka
proksymalnych kanalikbw nerkowych [95]. Zaburzefiakcji nerki, a w szczegolgoi
kanalikbw nerkowych prowadzdo zwkgkszenia olgtosci moczu (poliuria), zawarkoi
glukozy (glikozuria) i biatka (biatkomocz) oraz prakania do moczu gamma-glutamylo-
transferazy, fosfatazy alkalicznej oraz leucyno+epeptydazy (enzymuria). Zaréwno
glikozuria jak i proteinuria powstajna skutek zaburzenia reabsorpcji w proksymalnych
kanalikach nerkowych [104]. Dglne podanie szczurom ochratoksyny A w dawce 3
nmol/kg masy ciala spowodowato wzrost pH w kanaikakretych i kanalikach
zbiorczych oraz we wgpujacych i zsgpujacych naczyniach prostych, a fakwzrost
stezenia jonoéw wodorowglanowych w kanalikach nerkowych. Zaburzenie pHkante
srodmigzszowej okolicy brodawki nerkowej me spowodowa zaburzenie w procesie
zakwaszanie moczu i prowadzdo jego alkalizacji. Z tego powodu wielu autorow
sugerujeze zaburzenie homeostazy pH imow znacgcy sposob naruszyréwnowag
kwasowo-zasadoywstroju oraz wzmaganefrotoksyczne dziatanie OTA [63].
Ochratoksyna A powoduje zmiany regresywne uktaddaiycznego drobiu [21, 22, 29,
57, 85], wptywajc na zmniejszenie liczby limfocytéw [14, 21, 42,, &7, 102] oraz
wywiera niekorzystny wptyw na odpowiedmmunologicza typu komérkowego [21,
31], a w niektorych przypadkach ostabiaZzalodpowied typu humoralnego [73, 103,
104]. Sam mechanizm immunosupresyjnego dziatankotoksyn, a w szczegoélia
ochratoksyny A nie jest do koa wyjaniony, ale wielu autorow sugerujge hamowanie
syntezy biatek [2, 9, 10, 11, 12, 25, 47, 55, 68, 94] wplywa negatywnie na podziat
mitotyczny szybko dzigbtych s¢ komérek uktadu immunologicznego [47, 102].
Ostatnie badania ptakow karmionych paskazong ochratoksyn A w skzeniu 2-4
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mg/kg w okresie 21 dni wykazaly spadek biatka cadlkego surowicy krwi, liczby
limfocytbw oraz zmniejszenie masy naadw limfatycznych jak grasica, torba
Fabrycjusza oragledziona [28, 57]. Ponadto zmniejsza ona aktyd¢rdopetniacza oraz
ostabia aktywn& makrofagéw spetniagych istotm role w nieswoistej odpowiedzi
immunologicznej. Dziatanie immunosupresyjne octksyny A silnie zaznacza ¢siu
kurczt i indykow natomiast w znacznie mniejszym stopmiprzepiorek i kaczek [130].
Ptaki naraone g najcz:sciej na pobieranie paszy zawiey@gj niskie dawki mikotoksyn.
Prowadzi to do ogoélnego ostabienia odpgaicorganizmu, co zwksza wraliwosé
ptakdw na réne choroby [103, 107, 128] bakteryjne jak salmazell [31, 35, 104],
kolibakterioza [62, 104], wirusowe jak choroba Gumrdy choroba Mareka oraz
pasaytnicze jak kokcydioza [56]. U indykow, a taku brojleréw w przebiegu zatrucia
ochratoksyn czgsto notowanegszapalenia workdw powietrznych [28, 29, 62, 73].
Ochratoksyna A powoduje zaburzenia oddychania mndodrialnego [33, 38, 40, 46, 73,
102, 105] w wyniku dysfunkcji transporteréw fosfow btonie mitochondrialnej oraz
zaburzeniem aktywrici ATP-azy w wewgtrznej btonie mitochondrialnej [73]. Ponadto
konkurencyjnie hamuje ona aktywidto dehydrogenazy bursztynianowej i oksydazy
cytochromowej C, a tale hamuje aktywn@ enzymow cyklu Krebsa powodig
obnizenie produkcji ATP, ktéry jakozrodio energii niezédny jest do produkciji
cholesterolu. Peroksydacja nienasyconych kwasoészdaowych [2, 11, 12, 40, 68, 80,
96] tworzcych struktury bton komérkowych jest waym kierunkiem dziatania wielu
ksenobiotykdow, w tym réwnie ochratoksyny, prowadz do zaburzenia homeostazy
wapniowe] komoérki ze wzrostem poziomu wolnego wapnv cytoplazmie, a w
nastpstwie uszkodzenia komorek i tkanek. Wzmoa peroksydacja tluszczéw
btonowych w przebiegu ochratoksykozy ieoprowadzi do uszkodzenia i martwicy

komorek kanalikdw nerkowych.

Hepatotoksyczndé

Klinicznym wyrazem hepatotoksycznego dziatania atdksyny A jest zmniejszenie
poziomu biatka catkowitego, albumin, cholesteroldl,[ 107], trojglicerydéw oraz
zmniejszenie aktywrigci gamma-glutamylo-transferazy i cholinesterazyunosvicy Krwi

[52]. W procesie detoksyfikacji ochratoksyny A vgtvobie powstaj jej metabolity jak 4-
hydroksy-ochratoksyna A [131]. W procesie tym isfotrolg odgrywa biatko
enzymatyczne cytochrom CYP P- 450 znajdej s w mikrosomach komorek

watrobowych, ktére powodujprzeksztatcenie ochratoksyny A w hydroxy-ochrayoks
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A (OH-OTA) [131]. Ponadto wykazanoze ochratoksyna A zaburza metabolizm
weglowodanéw [11, 12, 38, 131] u szczurow. Po jednowneej doustnej dawce 15 mg/kg
masy ciata nagpowato obnienie sgzenia glikogenu w wtrobie oraz wzrost stenia
glikogenu w sercu i glukozy w surowicy.

Ochratoksyna A konkurencyjnie hamuje mitochondgalnatka transportowe atroby
szczura, co mae by przyczyrny zmniejszenia produkcji energii niexinej do syntezy
cholesterolu i prowadéi do obnkenia jego stzenia w surowicy [107]. Zaburzenie
syntezy cholesterolu nie takze by nastpstwem zmniejszenia syntezy biateddicych
nosnikami steroli [73, 105]. Ochratoksyna A posiadalndsci wigzania z albuminami
[11, 12, 15, 17, 38, 39, 41, 46, 79, 80], co utradej przenikanie z krwiobiegu do
komorek watrobowych oraz nerkowych, a w konsekwencji jej éhiati z organizmu
[73, 80, 131]. W celu utrzymania ochratoksyny A luevi, organizm mae okresowo
zwickszy¢ wytwarzanie albumin, co minimalizuje uszkodzen&rzpow [81]. OTA
moze hamowa metabolizm zaréwno glukozy, jak i insuliny, pow@gu gromadzenie
glikogenu w wtrobie. Nasfpuje zmniejszenie aktywdo karboksykinazy-
fosfoenolopirogronianu (PEPCKE znacza redukcp procesu neoglukogenezy nerkowej
[16, 73, 131].

Cytotoksycznasé

Ochratoksyna A pierwotnie uszkadza enzymyazame z metabolizmem fenyloalaniny.
Hamuje ona enzymy zaangavane w syntez kompleksu fenyloalanina- t-RNA. Me
rowniez wspotreagowa z innymi enzymami, ktoreaywaja fenyloalaniny jako substratu,
np. hydroksylaz fenyloalaninow, ktora katalizuje nieodwracaln hydroksylacs
fenyloalaniny do tyrozyny [73]. Zajmuje ona miejsdenyloalaniny i powoduje
zaburzenie biosyntezy biatek, gtdbwnie glikoproteitipoprotein, budujcych struktury
bton komérkowych. Jako inhibitor biosyntezy bialpkwoduje destabilizagj struktur
bton plazmatycznych plemnikéw [13]. Podawana dzikenpaszy w dawce 0,08 mg/kg
powoduje w cigu 24 godz. zmniejszenie ehpsci ejakulatuzywotnasci oraz ruchliwdci
plemnikéw [13].

Zatrucie mikotoksynami powoduje powstawanie rodnikéadtlenkowych [2, 11, 80, 40],
ktore uszkadzajbtony plazmatyczne i DNA [14, 23, 24, 25, 88, 108NA [14, 25, 46,
106] oraz mitochondria [38, 40, 46, 73, 94, 96, ]10Powstawanie rodnikéw
nadtlenkowych odgrywa kluczawrole w patogenezie wielu choréb, w tym rowhie

wywotanych ochratoksynA [2, 96]. W nasipstwie rozpadu makromolekut dochodzi do
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wzrostu malonylo-di-aldehydu (MDA) [38], ktory stani koncowy produkt peroksydacji
tluszczow i uznawany jest za biomarker stresu okigyanego i uszkodzenia komorki
[38].

Teratogennaié

Ochratoksyna A wykazuje dziatanie teratogenne pajygod rézne anomalie
morfologiczne u szczuréw oraz u embrionéw kurzyebprzez taysko trafia do ptodu,
gdzie ulega kumulacji [12, 17, 38]. Powoduje zaréwin szczurdw, jak i u myszy
destabilizagj wielu parametréw zwizanych ze wzrostem orazzrécowaniem komorek,
co ttumaczy jej patogenne dziatanie na rozwoj] pledd7]. Karcinogenne dziatanie
ochratoksyny A na zwiegta i ludzi nie jest doktadnie wyjaione. Prawdopodobnie jest
ono zwhzane ze zmniejszeniu aktywdod fagocytarnej makrofagéw [69, 73, 102, 104,
131]. Poprzez specyficzne hamowanie aktyéehoendogennego interferonu [104]
ostabiona zostaje tak funkcja komorek NK odpowiedzialnych za niszczekoenorek
nowotworowych [73, 106, 131].
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CEL PRACY
Celem pracy byto okétenie wplywu skarmiania kurgk brojleréw pasz zawieragca
ochratoksyn A na struktug mikroskopows narzdéw i tkanek oraz wptyw tych zmian na
parametry kliniczne ptakow. Obszarem szczegélnegmteresowania byly zmiany

zachodzce w obebie uktadu pokarmowego, uktadu immunologicznegdckonerek.

MATERIAL | METODY
Biosyntez ochratoksyny A przyprowadzono stagujjako podige ziarno pszenicy

inokulowane szczepem KA-1spergillus ochraceusinkubowane w temperaturze 28 °C
przez 192 godz. Kiwowe s¢zenie ochratoksyny w kulturze wynosito 102,4 mg/kg.
Badania przeprowadzono na 30 sztukach 14 dniowygiczit brojlerow krzyowki
COB-500 odchowanych w warunkach fermowych. Ptalstaty podzielone na cztery
grupy, w tym dwie grupy kontrolne (K-0/25) i (K-@Boraz dwie grupy daviadczalne
(K-1) i (K-2). Grupy kontrolne K-0 otrzymywaly stdardows pasz wolng od
ochratoksyny. Byla to dobrze zbilansowana paszarakheryzugca se wysokim
poziomem biatka, aminokwasow, energii, witamin iigzkOw mineralnych. Kurcga
doswiadczalne karmionogat samy pasa z dodatkiem ochratoksyny A. Pasza wraz
ochratoksyn byta mieszana w mieszalnikugbmowym przez cztery godziny. Po
zakaiczeniu mieszania pobrano epi probek paszy w celu oznaczeniaczehia
ochratoksyny. Oznaczenie wykonano matogdvysokocinieniowej chromatografii
cieczcowej (HPLC). HPLC- FLD wedlug procedury badaej PB 09/CH- metad
akredytowan przez Polskie Centrum Akredytacji. ( NR. AkredytadB 584). Po
pierwszym oznaczeniu dodawano kujtuk.ochraceus z ochratoksyraz do uzyskania
wymaganego stenia 6 mg/kg. Ptaki dwiadczalne otrzymywaly tak przygotowgan
pasz przez okres 10 dni (grupa K-1) i 20 dni (grupa X-Badanie wykonano w
wiwarium Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawia zgod Il Lokalnej Komisiji
Etycznej we Wroctawiu nr 57/2009 z dnia 20.04.208Rjednym pomieszczeniu zostaty
umieszczone kurera kontrolne, a w drugim kureta dédwiadczalne. Wszystkie ptaki
miaty wolny dosgp do paszy i wody. Przez caly okres trwaniawdadczenia wszystkie
grupy byly obserwowane cztery razy dziennie: o gati20, 11.00, 14.00 oraz o godz.
20.00. Kurcegta zostaly zwzone w dniu rozpogzia ddwiadczenia, trzeciego,
dziesptego oraz dwudziestego dniasdaadczenia. Codziennie oceniano stan kliniczny
ptakéw. Po zakaczeniu déwiadczenia obliczono ik& paszy zjedzonej przez ptaki

kontrolne i déwiadczalne. W 10 i 20 dniu éwiadczenia od griu kurcat z kazdej
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grupy kontrolnej i dziesciu kurcat z grupy déwiadczalnej pobrano 5 ml krwi zyty
skrzydtowe] celem okibenia parametrow biochemicznych aparatem MAXMAT PL.
Oznaczano:

- Fosfataz alkaliczry IFCC/AMP.

- Albuminy metod kolorymetryczia BCG.

- Kwas moczowy metedenzymatycza DST.

- Kreatynire metod kinetyczrny Jaffe.
Nastpnie kurczta zostaty poddane eutanazji poprzez przerwanigtosci kregow
szyjnych i wykonano badanie sekcyjne. W trakciecggkobierano wycinki nargddow
wewretrznych: zotagdka gruczotowego, nerki, torby Fabrycjusztedziony, wgtroby,
jelita czczego, jelita biodrowego, mdézgowia orazsdko piszczelowej do bada
histopatologicznych. Torba Fabrycjuszasledziona zostaly uprzednio zwane. Z
pobranych wycinkdw wykonano skrawki parafinowe gddd 5 pm barwione
hematoksylig i eozyry [18]. Wycinki tkanki kostnej zostaly uprzednio miahe 10
dniowej lgpieli w mieszaninie odwapnigej 10% wersenianu sodu, a przez ¢@st 10
dni w mieszaninie kwasu mrowkowego i cytrynianu tsddi8]. Preparaty oceniano w
mikroskopieswietinym. Ponadto wykonano badania morfometryczogaci kosmkow i
gfebokasci krypt jelita czczego i biodrowego oraz wielko grudek chtonnych torby
Fabrycjusza, wykorzystag system komputerowo wspomaganej analizy obrazutiMul
Scan BaseV.8 pracigego wsrodowisku Windows i spgzony z mikroskopem Axiophot
firmy Zeiss. W kadym preparacie jelita mierzono dzigsiwzdiwnie przecitych
kosmkow, a w torbie Fabrycjusza najie i najkrotsza & grudek chtonnych obliczag
pole powierzchni (P) wedtug wzoru:

S
2

gdzie:
a - najdhisza @

b — najkrétsza©

Natomiast pomiary gruldci sciany, wielk@ci jamy szpikowej oraz stopnia porowstd
kosci piszczelowej wykonano przy zyciu mikroskopu Nikon Eclipse 80i z
oprogramowaniem Nis Elements Ar. W pomiarach tyglzanaczono ilé¢ tkanki kostnej

w obrbie trzonu kéci piszczelowej w stosunku do badanej powierzchidiOakolejnych
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polach widzenia dla jednej probki. Ngshie wyniki redniano i wyznaczano stopie
porowatdci kosci. Z kasci piszczelowej pobrano ta&k materiat do bada w
skaningowym mikroskopie elektronowym (SEM), abyeske jej sktad pierwiastkowy.
Materiat ten zostat odwodniony w szeregu acetonowlyrnwysuszony w punkcie
krytycznym. Preparaty badano w SEM firmy EVO LS ZBiss wyposzonym w
mikroson@ rentgenowsk Badania wykonano przy napiu przyspieszarym 20000 eV,
przy powtkszeniu 500x. Badaniom punktowym poddano obszargtomhy okostnej i
srédkostne;.

W trakcie badania sekcyjnego pobieranozéakdrug kos¢ piszczelow, ktorg po
oczyszczeniu z tkanek gkkich i zwazeniu poddano badaniom biomechanicznym w
aparacie MTS Mini Bionix 858 przy gukosci obchzenia probek 5 N/s. Na podstawie
uzyskanych pomiarow wyznaczono moment maksymalihej Bozwolito to poréwna
wiasciwosci mechaniczne kai piszczelowych kurcg w zakresie zdolrii do

przenoszenia maksymalnych odyen.

Obliczenia statystyczne
Na danych liczbowych uzyskanych w s@eadczeniach, wykonywano obliczenia
statystyczne. Wyniki oblicZe przedstawiono w tabelach. Przy porownasiednich
uzyskanych z grup dwiadczalnych z&rednimi z grup kontrolnych zastosowano test t
Studenta. W tabelacKkrednie déwiadczalne oznaczano jedfub dwoma gwiazdkami.
Jezeli srednie ranity sie od siebie istotnie na poziomie ufoo a=0,05 stawiano jedn
gwiazdk *, a jezeli roznity si¢ na poziomie ufngci a=0,01 stawiano dwie gwiazdki **.

Dla lepszej przejrzystoi, wyniki obliczer przedstawiono réwniena wykresach
(Ryc. 3, 4, 5, 6, 7), gdzie zaznaczanednie i bédy standardowérednich, zaznaczsg u
gory dla jakiego poziomu ufdoi te bkdy byty wyliczone.

WYNIKI
Objawy kliniczne
Pocawszy od czwartego dnia éwiadczenia w grupie ptakow élwiadczalnych
zauwaono nasciodtce slady wodnistej, ciemno hrowej biegunki, ktora sistopniowo
nasilata obejmuc wszystkie ptaki grupy K-1 i K-2. Chore ptaki stdub siedziaty
skulone z przymkritymi oczami i nastroszonymi piorami nie wykagucheci do ruchu.
Obnizyto sie takze spaycie paszy i wody w poréwnaniu do ptakow kontrolmy®owtoki

skérne, grzebiei dzwonki oraz tuskirodstopia byly wyranie blade (Ryc. 2)Srednia
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masa ptakow w grupach deiadczalnych rénita sk statystycznie w sposob istotny, od

sredniej masy w odpowiednich grupach kontrolnych.

W przeprowadzonym dwiadczeniu waga ptakow éeiadczalnych z grupy K-1 w

wieku 25 dni (czyli 10 dni po rozpogziu dcagwiadczenie) byta o 47% mniejszazni

kurczt kontrolnych. W grupie K-2 tj. po 20 dniach &dadczenia waga ptakéw byta o

51% mniejsza rikurczt kontrolnych (Ryc. 3, Tab. 3).

Tab. Brednia masa ptakéw w trakciesddadczenia

KO (25 dni)] K1 | KO (35 dni)| K2
Srednia 1307 | 696.6% 18958 | 923.0%
Btad
Sndardowy (sp) 61676 | 28581 52736 | 2711
Odchylenie(SEM)| 147913 | 90383 117,922 85,7
Standardowe
Liczebnik (N) 5 10 5 10

6

0

Ryc. 2. Wyghd kurcat doswiadczalnych (B) i kontrolnych (A) w 20 dniu

doswiadczenia.
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Masa ptakow w trakcie doswiadczenia p<0,05

2500
BKO/25
2000 oK1
BKO/35
mK2
5 1500
1
1771
13
€ 1000 -
500 -
0 _

Ryc 3. Masa kugtzv 10 i 20 dniu déwiadczenia

Badania biochemiczne krwi wykazatye stzenie albumin w surowicy kurgt
doswiadczalnych grupy K-1 ulegto zmniejszeniu o 31¥8% poréwnaniu do kuret
kontrolnych K-0/25. Natomiasttenie kreatyniny w surowicy kurgzgrupy K-1 ulegto
wzrostowi 0 24,2% , a gtenie kwasu moczowego o 82,30% w poréwnaniu do lgtircz
kontrolnych. Rownig aktywna¢ fosfatazy alkalicznej w surowicy kurgzgrupy K-1
ulegta zmniejszeniu o0 58,3% w porownaniu do grupyckst kontrolnych (Tab. 4 oraz
Ryc. 4,5, 6, 7).

U kurcat grupy K-2 poziom albumin ulegt zmniejszeniu o 28foréwnaniu do kureg
kontrolnych. Natomiast poziom kwasu moczowego ulegtostowi o 277%, a poziom
kreatyniny o 49,4% w porownaniu do kugtxontrolnych. Poziom fosfatazy zasadowej
kurczt grupy K-2 ulegt wzrostowi 0 93,9% w poréwnaniu kloczt kontrolnych.
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Ryc. 4. $tenie kwasu moczowego w surowigyngol/1)
16
p<0,05
14 I
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4 N
2 N
0 N

Ryc. 5. $tenie albumin w surowicy krwi (g/l)
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Ryc. 6. Stzenie kreatyniny w surowicyumol/l)
12000
p<0,05
10000
8000
K0/25
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Ryc. 7. Aktywn& fosfatazy zasadowej w surowicy (U/l)



Tab. 4. Wskaniki statystyczne parametrow biochemicznych krwi
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Kwas moczowy Albuminy

K0/25 K1 K0/35 K2 K0/25 K1 K0/35 K2
Srednia 342,2 624* 213,6 | 806,9* 13,8 9,4%* 14,0 11,1
Blad (SD) 39,65 68,053 37,993 95,90 0,374 0,707 0,305 0,8
Standardowy
Odchylenie 88,65 | 215203| 84,954 3023 0,831 0966 1581 628
Standardowe
Liczebna¢ (N) 5 10 10 10 5 10 5 10

Kreatynina Fosfataza zasadowa
K0/25 K1 K0/35 K2 K0/25 K1 KO0/35 K2

Srednia 37,6 49,6* | 34,2 51,1* 8688 3643** 1876 363
Blad ( SD) 1,288 1,790 2,764 | 3,99 1060,62 468,000 202,62 77G8
Standardowy
Odchylenie 2,88 5,66 6,181 | 12,64 2372,029 1479,94| 453,078 2241,3B8
Standardowe
Liczebna¢ (N) 5 10 5 10 5 10 5 10
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Zmiany sekcyjne

Kurczeta brojlery grup kontrolnych w badaniu sekcyjnyne mvykazywaty widocznych
odchylés od stanu prawidiowego. Wielké oraz utgenie narzdow wewrgtrznych
prawidtowe. Stan utrzymania i gylviania dobry. Waga ptakéw w stosunku do wieku
prawidtowa.

U kurcat daswiadczalnych grupy K-1 stwierdzono silne zmniejseeorby Fabrycjusza
oraz $ledziony. Nerki byty powikszone i blade. Rowniewatroba byta blada, kruchej
konsystencji. Btonasluzowa jelit na catej diugmi blada, pokryta drobnymi
wynaczynieniami. W jelicie grubym stwierdzono znac#dos¢ papkowatej tréci. Kosci
srédstopia tych kurcgt byty mniejsze w poréwnaniu do kugtZontrolnych.

U ptakow grupy K-2 zmiany patologiczne byly bargziasilone ni u kurcat grupy K-1.
Nerki wszystkich kurczt byty silne powgkszone i blade (Ryc. 8).

Ryc. 8. Silne powkszenie i blad¢ci nerek (A) kurcat doswiadczalnych (K-2).

Podobnie wtroba byta krucha i blada. Pomniejszenie torbyrighsza isledziony byto
bardziej widoczne @i w grupie K-1.Zotadek mesniowy byt prawie pusty.Zotadek
gruczotowy w obu grupach é&weiadczalnych nie wykazywat odchyleod stanu
prawidtowego. Btonasluzowa jelit na catej diugei blada, miejscami przekrwiona,

pokryta zielonkaw sluzowat, trescig. Kosci srédstopia byly wyranie mniejsze zaréwno
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w poréwnaniu do kureg grupy K-0/35 jak i K-1. Obliczenia statystyczngkazaty, ze
zaroéwnosrednie masy torby Fabrycjusza jakledziony w grupach K-1, K-2 ety si¢
istotnie od odpowiednich mas w grupie kontrolnefoR5 i K-0/35. W omawianym
doswiadczeniu masa torby Fabrycjusza ptakévwdadczalnych grupy K-1 tj. 10 dni po
rozpoczciu dawiadczenia byta o0 30 % mniejsza ni kurczt kontrolnych. Natomiast u
kurczt doswiadczalnych grupy K-2 masa torby Fabrycjusza aeaghniejszeniu o 53 %
w porownaniu do kurcg kontrolnych. Masaledziony kurczt doswiadczalnych grupy
K-1 byta 0 53% mniejsza, a kuggtzgrupy K-2 o 52% mniejsza innkurcat kontrolnych
(Tab. 5, 6, i Ryc. 91 10).

4
3.5 T p<0,05 OKO0/25
oK1
3 mK0/35
05 ; mK2
2 |
1.5
1
0.5
0

Ryc. 9Srednia masa torby Fabrycjusza.
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p<0,05
OKo0/25
oK1
mK0/35
mK2
|
|
Ryc. 18rednia masyledziony
Tab. 5. Masa torby Fabrycjusza
KO /25 K1 KO0/35 K2
Srednia 2,178| 1,677 3,362 1579
Blad (SD) 0,156 | 0,173| 0,324 0,224
Standardowy
Odchylenie o
Standardowe (SEM) 0,349 | 0,549 | 0,728 0,715}
Liczebnik (N) 5 10 5 10
Tab. 6. Maséedziony
K0/25 K1 KO/ 35 K2
Srednia 1,532 | 0,711*f 1,958 | 0,935**
Biad (SD) 0,131 | 0031| 0,140 0,08
Standardowy
Odchylenie A ;
Standardowe (SEM 0,293 0,101 | 0,313 0,262
Liczebnik (N) 5 10 5 10

W badaniu morfometrycznym ko oceniano:

1. Srednie zewretrzng kosci piszczelowej mierzanw czesci srodkowe;

wyznaczanej na podstawie odlegiodo kaca blizszego i dalszego.
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2. Srednie wewretrzna, mierzora w tym samym miejscu, wyznaczeg grubaé
jamy szpikowej

3. Stopier porowatdci kosci, bedacy informacy dotyczca ilosci wolnych
przestrzeni porngdzy beleczkami pierwotnej tkanki kostnej od strokgpstnej i
srodkostnej

4. Objetos¢ kosci

Wyniki badan morfometrycznych zostaty przedstawione w tabedirdz na rycinach 11-
13.

Tablica 7. Wyniki analizy morfometrycznej $@ badanych zwiekg

srednica| SD | srednica | SD | gruba¢ | SD | masa | SD stopie .| SD StOp'ei. SD
zewngtrz wewntrz sciany kosci (g) porowatac bor owatdc -
- okostna % srodkostna %
K0/25| 6,593 |0,29| 2,776 |0,73| 3,817 |0,48| 11,2291| 0,521 | 23,980 2,03 0
K1 5,004 | 0,1 3,354 0,29 1,650| 0,294,3303| 0,647 59,600 3,5 0
Ko/35| 7,048 |0,31| 3,471 |056| 3,577 | 0,4 | 11,8157| 0,916| 27,880 3,55 37,380 2,65
K2 5,723 | 0,24 3,174 0,34| 2,549| 0,377,210 0,971 61,320 4,36 68,480 3

4,5
4
3,5 4
3 -
mKO/25
2,5 4
K1
2 7 mKO/35
15 - mK2
1 -
0,5 +
0 1
Grubosc kosci piszczelowe]

Ryc. 11. GruBé sciany kaci piszczelowej (mm). (p < 0,05)

51
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Ryc. 12. Masa kol piszczelowej kurcg (w gramach). (p < 0,05).

70

60 I

50

40 mKO/25

K1

30 mKO/35
mK2

20 A

10 -+

0 -

Stopien porowatosci

Ryc. 13. Stopieporowatdci kosci piszczelowej kurc. (p < 0,05).
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Wyniki pomiaréwsrednicy kdci piszczelowej oraz stopnia jej porowatbwskazuj na
wyrazne zatrzymanie syntezy tkanki kostnej w grupie ekgmentalnej po 10 dniach
podawania ochratoksyny. W kolejnych dniach syntexai ulegta wznowieniu, ale przy
wzrastagce] masie kostnej dochodzi do pozornego wzrogticgri kosci, co przejawia
sie mniejszym stopniem porowdtm. Wspoétczynnik ten ulega obm@niu w grupie
eksperymentalnej co oznacza, pomimo wznowienia syntezy tkanki kostnej, ni¢ @
na tyle silna aby utrzyndaci¢zar ptaka. Konsekwengjest odksztatcanie gikosci oraz
zmniejszenie okjosci jamy szpikowej. W badaniu biomechanicznym wykezae kasci
ptakow grupy eksperymentalnegj sniej sztywne, czyli tatwiej ulegajodksztatceniom.
Jest to spowodowane zrdcowary mag kosci jak i rGznym stopniem jej mineralizacji
(Ryc. 141 15).

350

300

250

200

mK0/25

K1
150 -

mKO/35

WK2
100 -

50 +

Sita F[N]

Ryc. 14.Srednie wartéci sity przenoszonej przez & piszczelowe;
(p <0,05)
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Ryc. 15.Srednie wartéci ugiccia kaici piszczelowej (p<0,05)

Ugiccie wraz ze spadkiem zdokw do przenoszenia olgien wskazuje na utratlub
brak wiaciwej struktury tkanki kostnej oraz we¢i niedostateczny stopie jej
mineralizacji. Maksymalne warloi przenoszenia sity dla ptakdéw grupy kontrolnej2%

i 35 dniuzycia tj. w 10 i 20 dniu déwiadczenia wynosgodpowiednio 188,02 N i 281,12
N natomiast dla ptakéw grupy eksperymentalnej 8IN\26 64,84 N. Oznacza tose
zdolna¢ do przenoszenia olgen przez kadci piszczelowe ulega znacznemu cfemiu
po podaniu ochratoksyny. W zyzku z ostabionym procesem osteogenezy, zabdrzon
mikroarchitektug kosci oraz stah mineralizacy dochodzi do wyranego zwgkszenia
elastycznéci kosci u ptakow z grupy eksperymentalnej. Uzyskanecmrst wartéci sa
charakterystyczne dla ko pierwotnej, ktéra w obu grupach ulega resorgRjyc. 39,
41). Brak lub ostabienie osteogenezy odokostnowe] wpagh eksperymentalnych
doprowadza do istotnych zmian we wdavosciach mechanicznych koi. Poréwnugc
zdolna¢ do odksztalcenia pod wptywem ohignia wartéci te g wyzsze dla grup
kontrolnych (2,92 mm i 2,64 mm). Wyznaczony przéz kierunek spadkowy oznacza
wzrost sztywnéci kosci ptakéw grupy kontrolnej. Grupy eksperymentalrie tylko
stabiej przenosgobcizenia ale rowniz wykazup tendencje odwrotne w zakresie ¢ma
(2,2 mmi 2,34 mm) (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Wykres odksztattdadanych keci piszczelowych w odniesieniu do sity w grupie
kontrolnej i eksperymentalnej w 10 i 20 dniu ekypeentu.

Krzywa w odniesieniu do sity jest ptaska dlas&oelastycznych, natomiast dla dod

sztywnych jest pionowa.

Na wykresach tych uwzgllniono moment maksymalnej sity dziajeg] na kac, powyzej

ktorej dochodzi do odksztaleeplastycznych. Ggto w takim przypadku, dochodzi do

ztamania elastycznego, gdzie po péeej przez punkt maksimum, ko ulegaj

powolnemu odksztatceniu pod wpltywem mniejszych <$Hznacza to stopniowe,

wielokrotne ,gkania” z ktérych kade pkniecie ostabia k&. Std wartgci niezledne

do dalszego przetamywaniadbss coraz mniejsze.
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Badania histopatologiczne

W preparatach histologicznych jelita czczego kstrd&ontrolnych kosmki jelitowe byty
smukie, regularnego palczastego ksztattu (Ryc. W)prawidiowym cylindrycznym
nabtonku kosmkéw obecne byly nieliczne komoérki kolk oraz srednio liczne
migrujace limfocyty. Srednia wysoké& kosmkow u ptakéw grupy KO/25 i KO/35
wynosita odpowiednio 1,27 i 1,19 mm, algbkas¢ krypt 0,347 i 0,23 mm (Tab. 8). U
ptakow otrzymujcych przez 10 dni ochratoksyd (K-1) zaréwno kosmki jak i krypty
ulegty niewielkiemu skréceniu. Kosmki miaty 1,12 mankrypty 0,26 mm diugai (Ryc.
18, Tab. 8). Kosmki pozostawaly wgi smukiego ksztattu jednak na ich powierzchni
widoczne byly webiaste wgtbienia. Wzmaona byta take liczba komérek kubkowych.
Natomiast zgb kosmkow podobnie jak liczba intraepitelialnyamfiocytéw utrzymywata
si¢ na poziomie grupy kontrolnej. U ptakéw otrzymmych ochratoksy przez 20 dni
(K-2) kosmki byty wyranie skrocone (1,03mm) i poszerzone, miejscami Zlgnsk ze
soly w mato foremne struktury o nierownej glrastej powierzchni (Ryc. 19). W
nabtonku kosmkow liczne byty komorki kubkowe. Niezznie wzmeona byta take
liczba srédnabtonkowych limfocytow. Skréceniu ulegly krypjslitowe (0,18 mm). U
czesci ptakdw obserwowano nacieki zapalne szczegoélngraypodstawnych obszarach
btony §luzowej z formowaniem torbielowatych struktur w gtgcch (Tab. 9 i 10, Ryc. 20,
22).

Tab. 8. Pomiary kosmkow i krypt jeldaczego i biodrowego

Srednia Srednia Srednia Srednia

" . diugas¢ dtugas¢

dhugaic¢ diugai¢ Krvot Krvot
Grupa kosmkow | kosmkéw | . I.ypy. : llypy'
kurczt jelita jelita Je.'tﬁwej Je.'tﬁwej
czczego | biodrowego Jelita lelita

czczego | biodrowego
[mm]

K0/25 1,27 0,736 0,347 0,25
K1 1,129 0,73 0,26 0,19
K0/35 1,19 0,817 0,23 0,20
K2 1,038 0,63 0,18 0,13
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Ryc. 17. Kosmki jelita czczego kumtzkontrolnych (K-0). Prawidtowo
uksztattowane, smukie, palczaste kosmki. H&E. Pd@0

Ryc. 18. Kosmki jelita czczego kuegzdoswiadczalnych (K-1).
Niewielkie skrocenie i wgbiasta powierzchnia kosmkéw. H&E. pow. x 100
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Ryc. 19. Btonasluzowa jelita czczego kurgz doswiadczalnych (K2).
Znaczne skrocenie i deformacja kosmkow. H&E. pod0f

Ryc. 20. Btona éiuzowa jelita czczego kurgz doswiadczalnych (K2).
Torbielowate poszerzenie krypt wypetnionych detsytwaz masywne nacieki
zapalne w zbie mezenchymalnym. H&E. pow. x 200
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Ryc 21Srednia dtugé¢ kosmkow jelita czczego kurgtz

Tab. 9.Srednia dtugéci kosmkow jelita czczego

K0/25| K1 KO/35| K2
Srednia 1,27| 0,624*% 1,19 | 0,612*
Blad 0,056| 0,035| 0,117 0,047
standardowy
Odchylenie | 1561 0113| 0262 0,142
Standardowe
Liczebna¢ 5 10 5 9
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Ryc. 22Srednia dtugéc krypt jelita czczego kurer.

Tab. 18rednia diugéé krypt jelita czczego

K-0/25 K-1 K-0/35 K-2
Srednia 0347| 0.141% 023 | 0117*
Btad
Standardowy, 0,05 0,009 | 0,018 0,014
Odchylenie 0,114 0,028 004 0,042
Standardowe
Liczebna¢ 5 10 5 9

Z obliczen statystycznych wynika,e srednia diugéci kosmkow jelita czczego:
- w grupie K1 nie rénita sk istotnie odsredniej grupy KO,

- w grupie K2 r@nita sk istotnie na poziomie=0,05.

W jelicie biodrowym kosmki s fizjologiczne krotsze miw jelicie czczym. W grupie
ptakéw kontrolnychérednia diugéé kosmkoéw wynosita 0,78 mm przy czym nie miaty
one tak smukiego wygllu jak w jelicie czczym. W nabtonku liczne byly korki
kubkowe orazsrednio liczne migrujce limfocyty (Ryc. 21, 23). Krypty drobne
gtebokasci 0,22 mm (Ryc. 22), a gb mezenchymalny prawidtowo wyksztatcony.

U ptakoéw grupy déwiadczalnej K-1 kosmki byty nieznacznie tylko skode (0,73 mm) i
uzyskiwaty bardziej kiciasty ksztatt wynikajcy z ich pogrubienia i nierdwnej whiastej
powierzchni. Wzmgona byta take liczha komérek zbu mezenchymalnego. W
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nabtonku kosmkéw bardzo liczne komérki kubkowérédnio liczne migrujce przez
nabtonek limfocyty. Nieznacznie skrécone byty Aakkrypty jelitowe (0,19 mm). Ptaki
doswiadczalne K-2 przedstawialy podobny obraz jelitadbowego jak w grupie K1
jednak nieco bardziej nasilone byto skrécenie kasmKO0,63 mm) i krypt (0,13 mm)
(Ryc. 24, 25, 26, Tab. 8, 9). Z obligzetatystycznych wynikaze srednie dtugéci
kosmkoéw w jelicie biodrowym nie bty sie istotnie médzy sola w grupach K-0, K-1,
K-2. Podobniesrednie dtugéci krypt jelita biodrowego nie tdity si¢ miedzy sola
istotnie.

- 8 i,:;:-im;%?g&t = . _
Ryc. 23. Btonasluzowa jelita biodrowego kurgz doswiadczalnych (K-1).

Znaczne skrocenie i deformacja i kosmkéw oraz kacEapalne zgbu
mezenchymalnego. H-E, pow. x 100
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Skrocenie kosmkow i znaczne wzieaie liczby komorek kubkowych. H-E.
Pow. x100

p<0,05
0,9

0,8 |
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Ryc. 25Srednia diugéé kosmkow jelita biodrowego.
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Tab. 11Srednia diugéé kosmkow jelita biodrowego.

K-0/25| K-1 |K-0/35] K-2
Srednia 0,736| 0,379*t 0,817 | 0,412**
Blad 0,039 | 0,016| 0,045 0,031
standardowy
Odchylenie | gg7 | 0051| 0101 0,098
Standardowe
Liczebna¢ 5 10 5 10
0,3
p<0,05
0,25 +——— 1
0,2 ——
K0O/25
0,15 +— K1
WKO/35
WK2
0,1 —
0,05 ———
0
1

Ryc 2&rednia diugécé krypt jelita biodrowego.
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Tab. 18rednia dugéc krypt jelita biodrowego.

K-0/25 K-1 K-0/35 K-2
Srednia 0,255| 0,092*f 0,20 | 0,091**
Blad 0,028 | 0,0051| 0,024 0,005p
Standardowy
Odchylenie | 565 | 5016| 0054 0,017
Standardowe
Liczebna¢ 5 10 5 10

Obraz mikroskopowy torby Fabrycjusza kwcgrupy kontrolnej (K-0) przedstawiat
prawidtowg budowe histologicza. Grudki chionne odpowiedniej wielka i ksztattu
zbudowane z gpto utzonych limfocytow. Poszczegolne grudki oddzielogengskimi
pasemkamirodmigzszowej tkanki 4cznej. Fatdy torby Fabrycjusza pokrywa regularny,

dobrze zachowany nabtonek pryzmatyczny (Ryc. 27).

{;
k

L 7 ", ; & &
i S e A R X R ST R 1

Ryc. 27. Torba Fabrycjusza kustzgrupy K-O przedstawia prawidtaw
struktug histologiczn. H-E. Pow. x 200

U kurcat daswiadczalnych grupy K-1 stwierdzono w centralnychszdrach zanik
limfocytow z tendeng do rozszerzania w kierunku obwodowym. Tkankazha
pomicdzy grudkami przedstawiata cechy umiarkowanegogiorz Ryc. 28).
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limfocytow w centrum grudek chtonnych. H-E. Pow2R0.

Grudki chtonne torby Fabrycjusza kugtzicswiadczalnych grupy K-1 byly mniejszezni
u zwierat kontrolnych. Znacznemu zmniejszenie ulegta réwtiezba znajdujcych sé

w nich limfocytbw. Na obwodzie grudek chionnych gejaja sic niewielkie nacieki
zapalne ze znacznym odsetkiem heterofilow (Ryc. @Rurczt doswiadczalnych (grupy
K-2) w centrum grudek zaznacza ssilny zanik utkania limfatycznego obejmay

stopniowo take obszary obwodowe. W centrum grudek u 1/3 badarpytetkow

formowaty sg¢ torbielowate struktury wypetnione kéraymi mukopolisacharydami
(Ryc.30). U kurcat (grupy K-2) utkanie limfatyczne grudek chtonnyetykazywato

silniejszy stopié zaniku nk w grupie K-1 (Tab. 13) (Ryc. 29). Rowni¢kanka 4czna
otaczajca grudki chtonne jest bardziej obkia (Ryc. 30).
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Ryc. 30. Torba Fabrycjusza kurgz grupy K-2.W grudkach widoczne
torbielowate struktury (A) wypetnione kém@ymi mukopolisacharydami.
Pow. x 200.
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Tabela 13Srednie wymiary grudek chtonnych kustgrup K-0, K-1 oraz K-2

srednie diugéci

Srednie szerokszi

srednia powierzchnia

grudek chtonnych grudek chtonnych grudek chtonnych
K-0/25 K-0/25 K-0/25
K-1 K-2 K-1 K-2 K-1 | K-2
K-0/35 K-0/35 K-0/35
1- K-0/25
0,752 0,688 0,57 0,33 0,26 0,22
2 0,81 0,725 0,7 0,35 0,35 0,3
3 0,915 0,77 0,67 0,3 0,32 0,42
4 0,887 0,77 0,52 0,32 0,34 0,23
5 0,915 0,76 0,52 0,37 0,22 0,29
6-K-0/35 1,1 0,79 0,67 0,36 0,4 03| 2224 14166 0155
0,269
7 1,13 0,626 0,55 0,37 0,29 0,32
8 1,12 0,62 0,78 0,43 0,26 0,31
9 1 0,67 0,71 0,44 0,31 0,31
10 0,8 0,6 0,8 0,36 0,27 0,35
Srednia g'gfgg 0702 | 0.649% 8’332‘3‘ 0.302* | 0,304*
Odchylenie
0,125 0,0442
Standardowe | 0,137 0,07 01035 | 4'p3g7 | 00528 | 0,0568

2 pole powierzchni wyznaczono ze wzoru: diggrudek/2 - szerokeé grudek/2 x
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0,3 p<0,05
0,25
0,2 ———
KO/25
I K1
0,15 +——
mKO/35
mK2
01 —
0,05 ———
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Ryc. 31.Srednia wielké¢ grudek chtonnych torby Fabrycjusza ptakéw #hm

U ptakéw kontrolnych struktura $ledziony wykazuje prawidtow budowg

histopatologiczna. Zaréwno #6 jak i wielkos¢ grudek chionnychiledzionowych jest
zachowana.

U kurcat doswiadczalnych grupy K-1 nie zaus@no wyranych zmian
histopatologicznych. Natomiast u kugtzdoswiadczalnych grupy K-2 widoczny byt
umiarkowany zanik komorek limfocytarnych na obwadgrudek chtonnych pagtujacy

w kierunku centrum grudki. Grudki chionne uzyskugzesto nieregularny ksztatt.

Miejscami obserwuje si rozrzedzenie i zanik utkania limfatycznego.
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W nerkach kurcgt obu grup kontrolnych nie stwierdzono zmian histofogicznych.
Struktura histologiczna kanalikéw nerkowych zachowa (Ryc. 32). U kur
doswiadczalnych grupy K-1 nabtonki kanalikbw nerkowybity obrzmiate powodudfp
zmniejszenigwiatta kanalikbw. Wswietle kanalikow nerkowych miejscami stwierdzono
obecndci wateczkéw biatkowych lub ztuszczonych nabtonk@Ryc. 33). W tkance
srodmigzszowej obserwuje sinacieki komoérek zapalnych Zone z limfocytow i
histiocytow (Ryc. 33, 34).

W grupie kurczt doswiadczalnych K-2 zmiany histopatologiczne nerek bardziej
nasilone ni w grupie K-1. Nabtonki kanalikbw nerkowychy ®brzmiate powodug
znaczne zwzenie swiatta kanalika, a ziarnista cytoplazma ogranicadoezna¢ jadra
komorkowego. Pojedyncze komérki nabtonkowe ulggajozpadowi. Naczynia
krwionosne g rozszerzone wypetnione erytrocytami (Ryc. 33, 3Qnadto w tkance
tacznejsrodmigzszowej obecnegsobfite nacieki zapalne (Ryc. 34).

/| < ¥ s g ' . -.‘ F ‘
Ryc. 32. Nerka kurgizgrupy Kontrolnej H- E Pow. x 200.
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Ryc. 33. Nerka kureg grupy K-1. W|doczne obrzmienie komdrek nabtonka
kanalikow nerkowych (A) oraz obecftoziuszczonych nabtonkéw véwietle
kanalikow (B). H-E. Pow. x 400.

Ryc. 34. Nerka kureg grupy K-2. Widoczne obrzmienie i rozpad komoérelblonka
(B) oraz masywne nacieki zapalne w tkasidglmigzszowej (A). H-E. Pow. x 400.
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Watroba kurcat kontrolnych nie wykazywata zmian histopatologigen. Hepatocyty

ksztattu i wielkdci prawidtowej z dobrze widocznymigrami. Wokot wekszych nacziy

obecne s niewielkie nacieki limfocytarne. Struktura uktachaczyniowego wtroby

zachowana. Wswietle naczyi obecne liczne erytrocyty (Ryc. 35) . U kwtz
doswiadczalnych zaréwno grupy K-1 jak i K-2 komdérkatnobowe byty obrzkte, a ich

cytoplazma zawierata liczne ziarni§to ograniczajce widoczné¢ jadra. Miejscami
widoczne byly niewielkie nacieki komorek zapalnyztozone gtowne z limfocytéw,
histiocytow i heterofiléow (Ryc. 36, 37).
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Widoczne niewielkie nacieki okotonaczyniowe (A). H&Pow. x 100.
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Ryc. 36. Witroba kurcat grupy K-1.

Przy¢mienie mjzszowe hepatocytow (B) oraz drobne nacieki zapaieH-E.
Pow. x 100
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Ryc. 37. Witroba kurcat grupy K-2.

Przy¢mienie mazszowe hepatocytow (B) oraz infiltracja komorek

zapalnych (A). H-E. Pow x 100.

.
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Badania histopatologiczne $@ piszczelowe] wykazatyze u 25 dniowego zdrowego
kurczcia od strony okostnej zaznacza svysoka aktywn& komodrek osteogennych
(Ryc. 38). Okostna w tym miejscu jest zgrubiatayddawvana z kilku warstw wysaie
odstajcych od kdci. Pomedzy witoknami kolagenowymi okostnej obserwuje tzne
osteoblasty formyre nowe beleczki tkanki kostnej. Paazy beleczkami widoczney s
naczynia krwionéne wypetnione krw.

W czsci centralnegciany kaci na powierzchni zatok resorpcyjnych widoczgdiszne
osteoblasty ,zabudowage” wcz&niej zresorbowane fragmenty (Ryc. 42). Za
proliferujgcymi osteoblastami pagiuja angioblasty, tworr peczek naczyniowy, z
ktorego rozwim sie naczynia krwionéne osteonu. Nowe blaszki kostne wyrie
odgraniczag nowopowstat kos¢ od starej. Osteoblasty w tych miejscachzolee § w
taki sposob,ze przypoming nabtonek ptaski lub szeienny. U ptakow, niezwykle
rzadko komorki te uktadajsic w kilka rzedow, co teoretycznie unmibwia powstawanie
kilku blaszek w jednakowym czasie jak ma to miejsge. u psOw czy owiec.
Konsekwengj tak posgpujacych procesow jest w 35 dniu (K0/35) dobrze rozgtani
tkanka kostna nabudowana przez apazyg strony okostnej. Powstate tutaj beleczki
kostne ulegaj zarastaniu. Procesom daiotwOrczym towarzyszy silna angiogeneza, co
prowadzi do powstania nowych generacji osteonotv plzebieg w odrinieniu od kdci
pierwotnej jest zazwyczaj okiny w stosunku do osi dtugiej (Ryc. 40). Od stroamy
szpikowej w wyniku dziatania komérek linii osteoktgcznej dochodzi do powolnego
poszerzania jamy szpikowej (Ryc. 43, 44).

Liczba miejsc w ktérych zachodzi resorpcjaédigest mniejsza miw 25 dniu. W casci
centralnej sciany kaci piszczelowej, na powierzchni beleczek kostnydieame s
komorki powierzchni kéci co swiadczy o zaprzestaniu w tym miejscu proceséw
kosciotworzenia. W grupie eksperymentalnej (K-1), w @Biu zycia po 10 dniach
podawania ochratoksyny A zaznaczae¢ sdrastyczny spadek liczby komorek
kosciotwdrczych zaréwno od strony okostnej jak i watvn kasci (Ryc. 39). Resorpcja
od strony jamy szpikowej utrzymujegana podobnym poziomie jak u ptakéw zdrowych.
Konsekwengj tych zmian jest zahamowanie sktworzenia od strony okostnej. Po 20
dniach podawania ochratoksyny (grupa K2) dochodzistbtnych zaburzew strukturze
kosci. W wyniku utrzymugcej st statej osteoresorpcji i stabemu skmtworzeniu nie
obserwuje s odokostnowego odtworzenia da. Tkanka kostna zachowuje swoj

pierwotny uktad. Nie tworg si¢ osteony o przebiegu akmnym. Od strony nadal silnie
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sptaszczonej okostnej obserwuje ssteoblasty wypetnigge puste przestrzenie powstate
w wyniku pierwotnego formowania ko (Ryc. 41).

Natomiast szpik kostny ptakow grup steadczalnych wykazuje tylko nieznaczne
zaburzenia. Liczba koloni krwiotwdrczych jest meigg nk w kontroli zarowno w 10 jak

i 20 dniu eksperymentu. W obrazie histologicznymzepistawia si to jako
.przerzedzenia” w szpiku kostnym, dki ktérym widat komorki zebu oraz komorki

tluszczowe (Ryc. 45).

Ryc. 38. Ké¢ ptaka grupy kontrolnej (K-0/25) od strony okost(®). Widoczne s
przykryte okosta nowopowstate beleczki kostne (BK), na powierzchidrych
licznie wystpuja osteoblasty. H-E Pow. 200x
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Ryc. 39. Ka¢ ptakéw déwiadczalnych grupy K-1. Widoczna jest, silnie
sptaszczona okostna (O) i o pierwotna (KP). Brak proliferacji
osteoblastow. H-E pow x 200
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Ryc. 40. Przekroj przez ké ptakéw grupy kontrolnej (K 0/35) od strony
okostnej. Widoczna okostna (O) zbudowana z dwoéchstwa oraz kéé
powstata w wyniku odokostnowego damotworzenia (KO). Porgdzy
wytworzonymi beleczkami kostnymi liczne osteoblagdyrzatka) H-E pow x
200
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Ryc. 41. Ka&¢ ptakow grupy déwiadczalnej K-2. Widoczna silnie sptaszczona
okostna zbudowana z tkankacknej (O). Od niej, w gb kosci wnikajg
osteoblasty ktére zabudowgujprzestrzenie poreilzy beleczkami ki
pierwotnej (strzatka). H-E pow. x 200

Ryc. 42. Ka¢ ptaka grupy kontrolnej (K-0/35). Osteoblasty (atka)
zabudowuw przestrzenie porailzy beleczkami ki pierwotnej (KP).
H-E pow. x 400
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Ryc. 43. Ka&¢ ptaka grupy kontrolnej (K-0/35) od strony jamy
szpikowej (JS). Osteoklasty (strzatka) resagbkps¢ pierwotry (KP).
Pomidzy koloniami krwiotworczymi widoczneasnieliczne komorki
ttuszczowe (L) H-E pow. x 400

Ryc. 44. Przekréj przez ké ptakéw kontrolnych (K-0/35). Widoczna jama
szpikowa (JS), k& pierwotna (KP) oraz k¢ powstata w wyniku tworzenia
odokostnowego (KO). H-E pow. 100x
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Ryc. 45 Ka¢ ptakow grupy (K-2) od strony jamy szpikowej (J¥Pomedzy
koloniami krwiotwérczymi widoczne pojedyncze komitluszczowe (strzatka)
H-E pow. 400x

Mineralizacja tkanki kostnej

Skiad pierwiastkow w kiziach badano od strony okostngyddkostnej. Wyznaczono na
tej podstawie wspoétczynnik wapnia do fosforu (CatiPprakteryzujcy morficzngé
krysztatbw.  Wyznaczono réwnie stosunek wgla do sumy wapnia

i fosforu (C/Ca+P) okrgajacy stopi@ wysycenia macierzy kostnej przez krysztaty

hydroksyapatytu (tab. 14).

Tab. 14. Wspotczynniki charakteryzog stopié mineralizacji tkanki kostnej.

CalP C/(Ca+P)
K0/25 2,69 17,294
K1 9,08 17,962
KO0/35 2,14 20,44
K2 3,85 27,56

Wartas¢ referencyjna dla Ca/P= 1,67
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W technice analizy sktadu pierwiastkowego metodkroanalizy rentgenowskiej nie ma
mozliwosci wykrycia wodoru oraz litu. Obok gtéwnych pienstiéw takich jak wgiel,
tlen, wam i fosfor, w kaciach stwierdzono g zawarté¢ sodu, siarki, magnezielaza
oraz pierwiastkowsladowych jak glin i krzem. Siarka wchodzi w sktadedzy innymi
tzw. biatek macierzy bogatych w cysteirktorych obecn& stwierdza s na pocaztku
procesu mineralizacji. Na podobnym poziomie sjarkobserwowano w grupie KO0-25 i
K2. Moze to oznaczg ze stopié zaawansowania proceséw mineralizacyjnych w grupie
K2 w 35 dniu jest podobny jak u ptakéw w grupie E®4j. w 25 dniuzycia. Zelazo jest
sktadnikiem hemu i jego obecitow kosciach mana ttumaczy rozktadem erytrocytéw,
ktory nasgpuje w wyniku obrobki chemicznej ka. Glin czy krzem stanowi
zanieczyszczenie, ktore e dostawa sie do kaci w wyniku mechanicznej obrdobki
materiatu, poniewaw stosowanej technice uzyskanie idealnie czystegteriatu nie jest

niemaliwe.
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DYSKUSJA
Przeprowadzone badania wykazady,ochratoksyna A w dawce 6 mg/kg podawana przez
10 lub 20 dni powoduje znaczne zmniejszenie przgvesnasy ciata kurcg brojlerow
zalezne od sizenia ochratoksyny w paszy oraz czasu ekspozycji42145, 46, 54, 73,
81, 88]. Rownie Huff i wspoétpracownicy, Prior M.G wykazali w swdicbadaniach
zmniejszenie wzrostu brojleréw karmionych pagawierajca ochratoksya w ilosci 1
mg/kg [52, 87]. Zaburzenia te byly obserwowanez¢agrzy dawce 0,567 mg/kg [123],
0,5-1, 2, 4, 8 mg/kg [73]. Galski wykazat,ze podawanie kurgtom paszy zawierggej
ochratoksyn A w dawce 1,5 mg/kg w ggu czterech tygodni powoduje obaenie masy
ciala samcow o 39%, samic o 30%, a pmnio tygodniach masa ciata bylazsia
odpowiednio 0 28% i 21% [45]. Przy dawce 2 ppmyzie paszy bytonniejsze o 12% w
poréwnaniu do kur kontrolnych [60].
Wydaje s¢, ze w pierwszym rgdzie gorsze przyrosty spowodowane byly mniejszym
spazyciem paszy. Ptaki dwiadczalne zjadaty bowiem o 19% mniej paszy kurczta
kontrolne, co bylo przypuszczalnie spowodowane efsmeniem jej smakowifoi.
Mikotoksyny zmieniag bowiem niekorzystnie cechy organoleptyczne pasgpach,
barwe i smak. Jednak niezal@e od mniejszego spgcia paszy ochratoksyna A
powoduje zaburzenia metabolizmu biatek ¢glowodandéw [131]. Wpltywa bowiem
hamupco na czynn& karboksypeptydazy A odgrywgiej istotry role w metabolizmie
biatek [106]. Blokuje take wykorzystanie glikogenu konkunagj przypuszczalnie z 3',5'-
cyklicznym AMP o b-kinagz fosforylazows [128]. Innym wanym czynnikiem
odpowiedzialnym za gorsze przyrosty masy ciala g@aksy zaburzenia w
funkcjonowaniu przewodu pokarmowego. Badania moe€ioyczne btonysluzowej
wykazaty skrocenie kosmkow jelitowych. Po 10 dnipddawania ochratoksyny kosmki
jelita czczego ulegly skroceniu tylko o 8%, a glibiodrowego o 6%. Jednak po 20
dniach skrocenie kosmkow wynositazjodpowiednio 16% i 19%. To skrécenie diggo
kosmkow jelitowych powoduje znaczne zmniejszenikkawitej powierzchni chtonnej
jelita i ogranicza wchianianie substancjizgdiczych, przektadar sk bezpdrednio na
gorsze przyrosty masy ciafa.
Interesugcy wydaje s¢ fakt, ze skrocenie kosmkow jelitowych nie znalazto swojego
odzwierciedlenia w nagbujacym z reguty po uszkodzeniu kosmkéw kompensacyjnym
przergcie krypt. Przeciwnie, krypty ulegty po 10 dniackr@&eniu w jelicie czczym i
jelicie biodrowym odpowiednio o 6% i 10%, a po 20iath o 33% i 41%. Mee to
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oznaczg, iz obserwowane skrocenie kosmkow wynika nie tylkmae nawet nie tyle z
bezpdredniego uszkodzenia przez ochratoksymabtonka jelitowego, lecz przede
wszystkim z ostabionej proliferacji komoérek krypelifowych stanowgcych stre§
regeneracyja btony sluzowej, odpowiedzialnej za nieustanne zasilangnkaw nowymi
komorkami w miejsce tych, ktére po 2-3 dniach pahie swoich fizjologicznych funkciji
zostaj ztuszczone na szczycie kosmka. Zatem zarowno oéieljak i ksztaltt kosmkow
sa w istocie funkgy, stanem dynamicznej rownowagi peary szybkéciag zuzywania s¢

i zluszczania enterocytow kosmkoéw oraz prolifesakpmoérek krypt. Dodatkowym
czynnikiem upéledzagcym rozwdj ptaka byta pojawigga s¢ juz od trzeciego dnia
doswiadczenia i stopniowo nasit@ia s¢ w czasie biegunkaNabtonek jelitowy sklada si

z pryzmatycznych komoérek zespolonych ze gasobicistymi  pohczeniami
migdzykomdrkowymi [83] i petni on dwie odmienne fun&cjZ jednej strony aktywnie
uczestniczy w absorpcji sktadnikoéw Zeiatta przewodu pokarmowego, z drugie za
stanowi podstawowy element barieryedry swiattem jelita a krwiobiegiem[ 83]. Bariera
ta zabezpiecza przed wnikaniem toksyn, bakteriiysdw i pasgytow zeswiatta jelita do
tkanek i tazyska naczyniowego [32, 75 98]. Obie wymienione fijakkontrolowane $
przez mikrodomeny wchodee w skiad blony plazmatycznej komoérek nabtonka
jelitowego. Kazda mikrodomena skfadaesz wielofunkcyjnych molekut glikolipidow
oraz biatek o masie ggteczkowej 30 - 180 kilodaltonéw. Ochratoksyna Addo
inhibitorem syntezy bialek uszkadza selektywni@ghiki biatkowe btony plazmatycznej
komorek nabtonka jelitowego, w szczegdiciobiatka o masie molekularnej: 30, 40, 52,
56, 60, 80, 114, 140 oraz 180 kilodaltonow. W kémgencji zaburzone zostaje zate
od jonéw Na wchianianie glukozy, ktérej absorpgjyada o 50%. Poniewavchianianie
glukozy wize st ze zwrotnym wchfanianiem wody (u cztowieka okotbtdy dziennie),
niewchtongta woda pozostaje wwietle jelit dapc objawy biegunki. Obserwujemy tak
zaburzenie przepuszczaloo $cistych pohczen miedzykomorkowych. Obrienie
transepitelialnej oporréci jelita powoduje wzmzone przenikanie ptyndéw déwiatta
jelita i biegunk. Powoduje ono jednak taé przenikanie rinych ksenobiotykéw przez
rozszczelnioa barieg jelitows do krwiobiegu. Uszkodzenie przez OA bariery jeliep
stwarza ponadto dogodne warunki dla kolonizacjitgelprzez mniej lub bardziej
patogenne bakterie, np. Salmonella sp. [72].

Nefrotoksyczné¢ ochratoksyny A zostata stwierdzona przez wielwaiw [3, 21, 51, 57,
90, 92, 97, 108, 121, 132] i jest w zasadzie gtawnkierunkiem jej patogennego

dziatania. Badania wykonane w Danii, Polsce nggk¥ech oraz w Skandynawii
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wykazaty, ze ochratoksyna A jest gtbwnym czynnikiem etiologigm choroby zwanej
mikotoksykozowg nefropaty swin. U $win karmionych pasg skazong ochratoksyn w
ilosci 0,2 mg/kg w cigu kilku miesgcy rozwija s¢ nefropatia, a dawka 1-1,4 mg/kg
powoduje ju po dwdéchtygodniach blad& i zmiany martwicowe nereRV badaniach
wilasnych nerki kurcg doswiadczalnych wykazywaly tnego stopnia zmiany
zwyrodnieniowe nabtonka kanalikow nerkowych i nécie zapalne tkanki
srodmigzszowej. W zaawansowanym stadium choroby dochodziéo rozpadu i
ztuszczania nabtonka déwiatta kanalikow. Konsekwengjniewydolndgci nerek byt
obserwowany wzrost poziomu kwasu moczowego i kreayyw moczu.Wyniki te g
zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autorkidrzy stwierdzili wzrost poziomu
kwasu moczowego w surowicy przy skarmianiu karqrasa zawieragca ochratoksyn

A w ilosci 2 mg/kg [106, 108]. Natomiast Patil i wspOtpracicy [86] stwierdzili wzrost
w surowicy kwasu moczowego u kugtzskarmianych pagzskazong ochratoksyn A w
ilosci 0,75 mg/kg w @gu 45 dni.

Wszystkie mechanizmy zwzane z transportem i biotransformac€)A zlokalizowane §
w proksymalnej cgci kanalikbw nerkowychWe krwi ochratoksyna wygbuje w postaci
zwigzanej z albuminami. Jednak Stojkésitwierdzit obecng we krwi frakcji biatkowej

o niskiej masie cgteczkowej (20000 Da), ktéra age ochratoksyy A bardziej
specyficznie ni albuminy. Wazanie ochratoksyny do tych drobnasteczkowych biatek
sprawia,ze kompleksy takie magtatwiej przechodzi przez btog kigbuszka nerkowego
[80]. W sumie jednak tylko w 25% jest ona filtroveaw kkbuszkach i przechodzi do
moczu pierwotnego. W 75% jest aktywnie wydzielamapgirednictwem transportera
MPR-2 [33, 133] nabtonkarodkowej czsci S2 i kacowej czsci S3 kanalikbw
nerkowych [73, 106]. Z&wiatta kanalika mge by ona jednak reabsorbowana przez
kotransporter H+ dwupeptydowy i kumulowana w kona@tk nabtonka kanalikow.
Kumulacja OTA w komoérkach powoduje ich uszkodzemiezaburzeniem systemu
transportu anionéw organicznych MPR-2 odpowiedeginza eliminaej ochratoksyny
oraz innych substancji drggnoczows. Ostre zatrucie ochratoksyA prowadac poprzez
blokadt transportu aniondéw przez btony komorkowe do zadmiez funkcji post
proksymalnych nefrondw powoduje zaburzenie rownawafiltracji elektrolitbw. W
konsekwencji prowadzi to do zaburzenia rownowagasowo-zasadowej w komorkach
[80].

Dysfunkcja kanalikbw nerkowych powoduje takzaburzenia zwrotnego wchtaniania i

znaczne straty albumin wydalanych z moczem. W Komercji w badaniach wiasnych
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obserwowano (albuminufi przy jednoczesnym spadku poziomu albumin
(hipoalbuminemia) w surowicy kurgzdoswiadczalnych.

Albuminy stanowa 60% biatka catkowitego surowicy krwi i produkowasegtéwnie w
watrobie. W badaniach wtasnych wykazano znaczne uizatoe hepatocytéw zgdane

z dysfunkcy mitochondriéw, stanowcych gtéwnezrodio energii niezédnej do syntezy
cholesterolu, budagego struktury bton komdrkowych. W konsekwencji ”losdo
zmniejszenia produkcji albumin w gtvobie, co dodatkowo obia ich poziom w
surowicy kurcat doswiadczalnych. Jednak badania Nedeljkovic i wsp. avgty , ze
podawanie kurggom niskiej dawki ochratoksyny (0,5 mg/kg paszyegar okres 7-21 dni
spowodowato nie spadek, ale wzrost poziomu albwnsurowicy [81]. Wydaje §i ze ta
rozbieznos¢ wynikdw zwigzana jest ze znacznym zrécowaniem wysokei dawki,
ktora w moim déwiadczeniu byla 12 razy wksza. Niewielka dawka ochratoksyny w
doswiadczeniu Nedeljkovic spowodowata przypuszczalmeakcg adaptacyjn z
pobudzeniem hepatocytow i wzuoryg produkcy albumin, ktére wjzaly znaczg czesé¢
OTA we krwi, ograniczajc jej uszkadzare dziatanie na nagdy wewretrzne.
Pobudzenie wtroby byto w tym przypadku wksze od uszkodzenia nerek i ucieczki
albumin z moczem.

Zmiany patologiczne wywotane ochratokgyh w komérkach kanalikdw nerkowychy s
rezultatem jej wielokierunkowego dziatania, a w zagodlngci hamowaniem tRNA-
syntetazy i syntezy biatek, hamowaniem akty$anomitochondriow i wzrostem
peroksydacji zwjzkow lipidowych. Ochratoksyna powoduje bowiem pamgt
rodnikdw nadtlenkowych uszkadzaych struktury btonowe. Wiele doniesi@vskazuje,
ze ochratoksyna A konkurencyjnie hamuje biosygitdratek wewrtrznej btony
mitochondrialnej, co prowadzi do zaburzenia progiuknergii (zmniejszenie produkcji
ATP) [103]. Zaburzenie przez ochratokgyh syntezy biatek na poziomie btony organeli
komoérkowych prowadzi do utraty ich integradtoze wzrostem we frakcji komorkowej
poziomu enzyméw lizosomalnych i peroksyzomalnyahwckonsekwencji prowadzi do
zmian zwyrodnieniowych i martwicy nabtonka kanalikd nerkowych [105].
Obserwowane w badaniach wilasnych ¢kszenie w surowicy poziomu fosfatazy
alkalicznej prawdopodobnie jest wynikiem uszkodaefunkcji nabtonkow kanalikow
nerkowych. Enzym ten zlokalizowany jest bowiem wa@nej ildci w rabku
szczoteczkowym tych komoérek, jakkolwiek jest onztalobecny w komodrkach ko,
nabtonkow kanalikowzoétciowych i nabtonku btonysluzowej jelit [74]. Badania na

szczurach wykazaty nawet przy niskich dawkach OTAzkodzenie gbka
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szczoteczkowego i ohirenie poziomu fosfatazy alkalicznej, leucyno amirpipeazy
oraz gama-glutamylo-transefazy w nabtonku kanalikd@skowych, z ich jednoczesnym
wzrostem w surowicy krwi [10, 104].

Reasumujc mazna powiedzié, ze nefrotoksyczne dziatanie ochratoksyny A jest
spowodowane nie tylko zaburzeniem syntezy biatpkroksydagj lipidéw btonowych,
lecz take przez hamowanie mechanizmow odpowiedzialnych raasport anionéw
organicznych w olgbie podstawno-bocznej btolkpmodrek kanalikdw nerkowych gloka
szczoteczkowegoDodatkowo hamowana jest w mitochondriach produkejgergii
niezlednej do funkcjonowania transporterow btonowych. Whgekwencji ochratoksyna
Z moczu pierwotnego jest reabsorbowana i kumuliugews proksymalnych kanalikach
nasilapc dziatanie nefrotoksyczne.

Uktad immunologiczny jest podstawowym elementem zymtrania integralnei
organizmu eliminyc wirusy, bakterie, grzyby i pasgty. Spetnia on te funkcje w
interakcji z ukladem nerwowym oraz ukfadem grucwmot@ydzielania wewetrznego za
posrednictwem neurotransmiterow, hormondw i cytokiestJon jednak widiwy na
dziatanie wielu czynnikdw srodowiskowych jak ksenobiotyki, endotoksyny,
enterotoksyny, mikotoksyny czy promieniowanie UV.offblogicznym wyrazem
immunosupresji jest zmniejszenie wielkb narzdow ukiadu immunologicznego:
sledziony, grasicy, wztdw chtonnych oraz torby Fabrycjusza, azekmiany w liczbie i
funkcji komorek uktadu immunologicznego.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly zngozewpnia uszkodzenie przez
ochratoksyn A ukladu immunologicznego ptakow. Bylo to widoczmve torbie
Fabrycjusza, ktora jest szczegllnie #ima na dziatanie rinych czynnikow
patogennych [57, 28, 29].

Badania mikroskopowe potwierdzity obeétozmian zwyrodnieniowych, martwicy i
apoptozy z deplegjkomoérek limfoidalnych w grudkach torby Fabrycjuseeskazugcych
na silne immunotoksyczne dziatanie ochratoksyny Z#niany zwyrodnieniowe oraz
deplecja komérek limfoidalnych w torbie Fabrycjusz&ledzionie stwierdzono tak u
indykow po skarmianiu paszy zawiegeg] 2-4 mg/kg ochratoksyny A [29]. Chang i
wspotpracownicy stwierdzili wzrost liczby heteréfit u brojleréw zatrutych
ochratoksya A zwigzany z zaburzeniem zdokw fagocytarnej ukiadu
immunologicznego tych ptakow [21].

Mikotoksyny wykazuy duze powinowactwo do komérek szybko prolifegeych, oraz do

tkanek o intensywnej syntezie biatek jak jelitajtnoba oraz uktad immunologiczny [47,
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102]. Stwierdzono u ptakow karmionych przez 21 phsz zawieragca ochratoksyn A
w ilosci 2-4 mg/kg, zmniejszenie masy ngabw limfatycznych: grasicy, torby
Fabrycjusza iledziony, spadek biatka catkowitego surowicy i bgzlimfocytéw [28,
57]. Skarmianie kurcg brojleréw pasz skaong ochratoksya A w ilosci zarbwno 2
mg/kg jak i 4 mg/kg przez dwadiZzma dni powoduje zmniejszenie ¢senia
immunoglobulin klasy IgG, IgA, IgM w surowicy oraz tkankach limfatycznych [22, 28,
57, 93]. Obserwowano ta& zmniejszenie aktywioi komorek NK [14, 73, 106].
U swin karmionych pasg skazong ochratoksya A w ilosci 0,06 mg/kg paszy nagtito
ostabienie odpowiedzi immunologicznej o 10%. Natshi dawka 2,5 mg/kg
spowodowata zmniejszenie aktywiso fagocytarnej makrofagdbw i produkcji
interleukiny-2. Zwiergta te wykazywaty ponadto wzmong wrazliwos¢ na zakaenie
Salmonella choleraesuis, Serpulina hyodysenteoi@a Campylobacter col{108]. Inne
badania wykazatyze u szczurow ochratoksym podara dootrzewnowo w iléci 20-80
mg/kg co drugi dzie w ciggu aédmiu dni nasipito zmniejszenie proliferacji komorek w
szpiku kostnym, zmniejszenie masy grasicy o ok@®3oraz zmniejszenie aktywsod
fagocytarnej. Stzenie 10-1000 ng/ml powoduje hamowanie aktysenanetabolicznej,
proliferacji komorkowej, integralrigi bton komorkowych i zdolniei fagocytarnej [79].
Mechanizm immunosupresji nie jest doktadnie \mgjany. Prawdopodobnie
ochratoksyna A poprzez hamowanie syntezy biateknmiotytach zaburza prawidiaw
proliferacg komdérek uktadu immunologicznego, a zaekostabia ich aktywrig i proces
réznicowania [102]. Rownie w $ledzionie obserwowano zanik nadz i rozrzedzenie
utkania limfatycznego. Dziatanie immunosupresyjngkazuje take powstajcy w
watrobie metabolit OH-OTA [131].
Reasumuyjc mazna powiedzié, ze Iimmunosupresja wywotana mikotoksynami
charakteryzuje i

- Zmniejszeniem aktywrigi limfocytow T i B.

- Hamowaniem produkcji przeciwciat.

- Hamowaniem funkcji efektorowych makrofagow i tre€ilow.

- Hamowaniem aktywrigi komorek bojczych.
Wywotana przez ochratoksynimmunosupresja zmniejsza odpadcio organizmu na
rézne zakaenie wirusowe i bakteryjne i/lub inwazje pagmicze, a take mae
aktywowa przewlekle zakzenia. Mae ona take wplywa na mniejsz skutecznéé
lekéw i szczepionek [85]. Wiele doniesieiskazujeze mikotoksyny, a w szczegokwm

ochratoksyna A wykazuje dziatanie immunotoksyczrevadzc do immunosupresji, [4,
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5, 21, 22, 28, 29, 31, 42, 57, 85, 93, 102, 119rktsprzyja ronym zakaeniom
bakteryjnym [93], wirusowym oraz procesom nowotweym [68, 69, 131].
Stwierdzono, ze u ptakdéw, szczegllnie indykéw otrzymoych pasz skazomg
ochratoksyn, czsto dochodzi do zapalenia workow powietrznych gairculitis) [29, 62,
73].

Informacje o wplywie mykotoksyn na wél@wosci mechaniczne kei ptakow g
nieliczne. Badania przeprowadzone w latach 80 pkheffa i wspotpracownikéw [54]
dotyczce wptywu aflatoksyny i ochratoksyny wskazywabhe aflatoksyna w istotny
sposob wptywa na biologikosci kurczat. Okrelony przez badaczy stogiezdolngci do
przenoszenia fizjologicznych olagen oshgnat w tej grupie wartéci osmiokrotnie nzsze
niz w grupie kontrolnej wraz z jednoczesnym spadkieymiaréw zewtrznych kaci.
Jednak modut elastyczém w grupie ptakow otrzymuagych ochratoksygbyt trzykrotnie
nizszy w poréwnaniu z grupkontrolrg. Nie przeprowadzono wéwczas niestety iada
histomorfometrycznych, dlatego autorzy ci nie dkligparametrow aktywnéci komorek,
stopnia mineralizacji oraz poziomu resorbcji $&o Jednym z efektow dziatania
mykotoksyn jest zaburzenie metabolizmu wapnia idias Obecnie uwza sk, ze jest to
Zwigzane z niedoborem witaminy D3 [129]. Jednak medamartego kierunku dziatania
ochratoksyny nie jest wyjaiony.

Przeprowadzona w badaniach wiasnych analiza skpaglwiastkowego k&ci kurczt
wykazata ra@ny stopigé mineralizaciji.

W idealnym krysztale hydroksyapatytu, stosunek Ga/Rosi 1,67. W kéciach stosunek
ten jest cgsto zaburzony, zarowno w odniesieniu do wapniafgakoru i jest gatunkowo
specyficzny. Dla dojrzatej owcy wynosi on 1,4, adini 1,3. Czsto jednak w
warunkach gwaltownego rozwoju stosunek ten dla owagyosit 2,44 i wecej (dr
Kuropka - dane niepublikowane). Dlatego petgj ze im mniejsze jest odchylenie od
wartasci 1,67, tym krysztalty wykazajwyzszy stopié morficzngci. Im odchylenie to
jest wiksze, tym cgséciej hydroksyapatyt wyspuje w formie beziadnej-amorficznej.
Zarowno w grupie kontrolnej, jak i eksperymentalmejlO dniu déwiadczenia stopie
wysycenia macierzy kostnej jest typowy dla $&o pierwotnej. Morficzné¢
hydroksyapatytu jest znaczniegk$za u zwiergt kontrolnych, co mgze oznaczé ze w
grupie eksperymentalnej doszto do zabarze mineralizacji. Wraz z wiekiem kurgz
morficzng¢ wzrasta, a wysycenie macierzy jest typowe dla rpmmetatej kdci.

Rowniez u ptakéw 34-dniowych otrzymagych ochratoksyy obserwuje si wzrost
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morficznaci krysztatow, jednak nadal jest on mniejszy ni35-dniowych ptakow grupy
kontrolnej.

Parametrem obrazigym przemiany zachodee w kaciach byt poziom fosfatazy
zasadowej w surowicy krwi. Wyniki baflavtasnych wykazaty podwgzony poziom
fosfatazy alkalicznej w surowicy zwiaitzgrupy eksperymentalnej, co sugeruje,byta
ona uwalniana z Kkai, w ktérych procesy mineralizacji byty zaburzon8fabo
zmineralizowana macierz kostna ptakow w grupie elgpentalnej jest pod wptywem
obcigzen sciskana, co powoduje znaczny spadek stopnia jeyvpaicici. Wzrost kaci
jest bardzo staby, a poiejszy przyrost masy koi jest wywotany gtéwnie przez
aktywacg osteoblastow z obszaru okostnej.

Najcenniejszym wynikiem bada wtasnych bylo wykazanieze przy relatywnie
umiarkowanych rénicach morfometrycznych, koi piszczelowe przenosity odpowiednio
trzykrotnie i peciokrotnie mniejsze obgienie ni kosci ptakdéw kontrolnych.

Badanie wptywu ochratoksyny na b piszczelowe wykazata,e znaczne zmniejszenie
zdolnaci do przenoszenia ohgien kosci ptakow déwiadczalnych spowodowane byto
réznicami strukturalnymi w wyniku zaburie proliferacji i funkcji osteoblastéw

Zwigzanymi z syntezi mineralizacja tkanki kostnej.
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WNIOSKI

1. Dysfunkcja przewodu pokarmowego w przebiegu oclhksytkozy jest
nastpstwem wzmaonej przepuszczaldoi bariery jelitowej oraz skrocenia i
deformacji kosmkow jelitowych w wyniku obimonej aktywndgci
proliferacyjnej krypt.

2. Ochratoksyna A powoduje zanik utkania limfatycznegarzdow uktadu
immunologicznego ptakoéw (torby Fabrycjuszalédziony) prowadgc do
immunosupresiji.

3. Okresowe zahamowanie przez OTA proliferacji komoresteogennych,
syntezy widkien kolagenowych oraz mineralizacjinkiakostnej prowadzi do

jej gorszego wzrostu, mniejszej sztywaio odksztatcé kosci.
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STRESZCZENIE

Mikotoksyny stanowg drugorzdne metabolity grzybow i wytwarzane gtownie
przez grzyby z rodzaju Aspergillus , PenicilliumaprFuzarium. Ze wzgtlu na znaczne
rozpowszechnienie mikotoksyn w paszach i w proditkigwnaosciowych stanowg one
powane zagraenie dla zdrowia ludzi i zwiegt. Jedm z wanych mikotoksyn jest
ochratoksyna A. Powoduje ona znaczne straty ekarmwmai w produkcji zwiekxej |
roslinnej. U ludzi jest przyczysn choroby zwane] endemiczmefropaty, natomiast u
trzody chlewnej wywotuje mikotoksykozaw nefropat¢ swin. Celem bada byto
okreslenie wptywu skarmiania kurgk brojleréw pasg zawierajca ochratoksyn A na
struktue mikroskopows narzddéw i tkanek oraz wptyw tych zmian organicznych na
parametry kliniczne ptakow.

Badanie przyprowadzono na 30 sztukach kircdrojleréw Cob-500
odchowanych w warunkach fermowych. Ptakiswiadczalne otrzymywaly pasz
zawierajca 6 mg/kg ochratoksyny A odpowiednio przez 10 i @rz20 dni.
Przeprowadzono badania sekcyjne i histologiczneagdéw wewrtrznych oraz badania
mikrometryczne jelita czczego, biodrowego i tortapbFycjusza. Wykonano ta& badania
biochemiczne krwi. Kéci piszczelowe poddano badaniom morfometrycznym i
biomechanicznym, a mikrosompdentgenowsk okreslono take ich skfad pierwiastkowy.
Uzyskane wyniki wskazsj ze u kurcat doswiadczalnych doszto do znacznej dysfunkciji
przewodu pokarmowego w wyniku zaburzenia strefy lij@mcyjnej i skrocenia
kosmkow, a take uszkodzenia makromolekut btony komorkowejcistych pohczen
migdzy komdrkami nabtonka.

W nasgpstwie niewydolnéci nerek obserwowano wzrost poziomu kwasu moczowego
kreatyniny i fosfatazy alkalicznej w surowicy orapadek poziomu albumin. Zmiany
zwyrodnieniowe i drobne nacieki zapalne obserwowahze w watrobie. Updledzenie
przez ochratoksynsyntezy biatek doprowadzito nie tylko do ograniwzeproliferacji
komérek w kryptach jelitowych ale taé& do ostabienia proliferacji limfocytéw w
grudkach chtonnych torby Fabrycjuszdadziony.

Badania kéci piszczelowej kurcg doswiadczalnych wykazaty zaburzenie wytwarzania

tkanki kostnej wyraajagce s¢ mniejsz zdolngcia do przenoszenia olagen.
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SUMMARY

Mycotoxins are secondary fungus metabolites mapryduced byAspergillus
Penicillium and Fuzariumspecies of fungi. Mycotoxins are commonly preserfodder
and in food products, and cause a danger for peaptl animals . One of the most
important mycotoxins is ochratoxin A. OchratoxincAuse significant economic losses in
animals and plant production. In people they cawsalemic nephropathy and in pigs
mycotoxic nephropathy.

The aim of the present study was to determinarntheence of chicken feedwith
which contain ochratoxin A on microscopic structwe organs and tissues and the
influence of these changes on clinical parameters.

The examinations were carried out on 30 Cob-500dsrohickens housed on a farm. The
experimental birds were fed the fodder containmghratoxin A (6 mg/kg) for 10 and 20
days. The necropsy and histological examinationntérnal organs and micrometric
examinations included the jejunum, ileum and buFsdricii were done. Clinical
biochemistry blood tests were conducted. Tibialdsowere subject to morphometric and
biomechanic examination and composition of cheméaments were determined with
RTG-microprobe.

The result obtained reveal marked dysfunction ef digestive tract resulting from the
proliferative zone disturbances and villus atroplsywell as damage of macromolecules
of the cell membrane and intercellular tight juanti Kidney insufficiency increased the
level of uric acid, creatinine and alkaline phospka and decreased in of albumin
concentration in blood serum. Degenerative changed moderate inflammatory
infiltration were also found in the liver. Protesgnthesis defect caused by ochratoxin not
only decresed the capacity of intestinal crypt ifgchtion, but also diminished the
proliferation and differentiation of lymphatic tigs cells in bursa Fabricii and the spleen.
The examinations of the tibial bones showed distnces in bone tissue formation
exhibited by reduced load carrying ability.
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