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ACTH - hormon adrenokortykotropowy

ALT - aminotransferaza alaninowa

AST - aminotransferaza asparaginianowa

CMM — centrum melanomakrofagowe

ETU - etylenotiomocznik

Hb — stezenie hemoglobiny we krwi

HPI - 0$ przysadka-podwzgdrze-nadnercza

Ht — wartos¢ hematokrytowa

LDso - medialne dawki Smiertelne

LM — mikroskop swietlny, ang. ligh tmicroscopy
MCH - $rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej, ang. mean cell hemoglobin

MCHC - Ssrednie stezenie hemoglobiny w krwinkach czerwonych, ang. mean
corpuscular hemoglobin concentration

MCV - $rednia objetos$é krwinki czerwonej, ang. mean erythrocyte volume

MM — komadrki melanomakrofagowe

PVC — komorki nabtonkowe skrzeli, ang. pavement cel

RBC — liczba krwinek czerwonych, ang. red blood cel

RER — szorstka siateczka endoplazmatyczna, ang. rough

SEM - Skaningowy mikroskop elektronowy, ang. scanning electron microscopy

T1/2 - czas potrozktadu

TEM - Transmisyjny mikroskop elektronowy, ang. transmission electron microscopy

WBC - liczba krwinek biatych, ang. white blood cell
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I. WSTEP

Pestycydy sg zwigzkami syntetycznymi stosowanymi do eliminacji organizmow
szkodliwych lub niepozgdanych. Nazwa pochodzi od taciiskiego stowa pestis — zaraza,
plaga i caedere — zabijaé. Z ich pomocg dazy sie do rozwigzania jednego z
najwazniejszych probleméw ludzkosci — niedostatku zywnosci. We wspdtczesnym
Swiecie zastosowanie pestycyddéw wykracza jednak poza samo rolnictwo. Zwigzki te
stosowane s3 np. do zwalczania ektopasozytow ludzi i zwierzat czy likwidacji
szkodnikbw w ochronie materiatdw technicznych. Najwazniejszym sktadnikiem
pestycyddw sg zawarte w nich substancje aktywne (biologicznie czynne). To gtéwnie
one, czasem wraz z niektérymi sktadnikami preparatéw uzytkowych, decydujg o

mechanizmie i sile toksycznego dziatania (Rézanski, 1992).

Na poczatku XXI w. produkcja pestycydéw na swiecie wynosita ok. kilka tysiecy
ton rocznie (Kaleta, 2004). Globalny rynek ochrony upraw wykazuje umiarkowang
tendencje wzrostowg, o czym decyduje wzrost Swiatowego popytu na zywnosc,
wysokie ceny prowadzenia upraw, niekorzystne warunki pogodowe i rosngce
zapotrzebowanie na biopaliwa. Réwniez w Europie notuje sie wzrost rocznych
wydatkéw na srodki ochrony roslin (o 1,9% w 2012 r. w poréwnaniu do roku 2011) i w
roku 2012 rynek ten wyniést ponad 12 mld $ (Annual Report, 2012). Podobng
tendencje obserwuje sie rowniez na krajowym rynku srodkow ochrony roslin. W
ostatnich latach polski rynek szacowany byt na poziomie 455 miIn EUR (Rynek srodkow

produkcji i ustug dla rolnictwa, 2011).

Fungicydy stanowig drugg pod wzgledem ilosci sprzedanych preparatow klase
pestycydow. Wedtug danych Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi w Polsce sprzedaz
srodkéw grzybobdjczych w ostatnich latach wynosita od 9 914 ton w 2005 r. do 14 474
ton w 2012 r., co stanowi 23 - 27% wszystkich pestycyddw sprzedawanych w tym

czasie (Sprzedaz i zapasy s$rodkéw ochrony roslin — dane od producentéw i
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importeréw, 2005-2012). Szczegdtowe dane sprzedazy réinych klas fungicydéw w
Polsce przedstawia Tab. 1.
Tab. 1. Sprzedaz srodkdw grzybobdjczych w przeliczeniu na substancje aktywng (w tonach) w

Polsce w latach 2005 - 2012 (opracowanie wifasne na podstawie danych uzyskanych od
producentéw i importerow zawartych na stronie internetowej MRiRW).

KATEGORIA

. 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012
FUNGICYDOW

Nieorganiczne 861,6 885,6 833,7 783,7 738,0 643,4 489,6 521,3

Na bazie

karbaminianéw 1853,4| 1582,9| 1707,4| 2040,8 1935,8 1784,5 1796,5| 1815,6
i ditiokarba-

minianow

Na bazie
L. . 656,1 621,3 546,7 458,0 477,5 412,8 459,5 489,1
benzimidazoli

Na bazie
imidazoli 396,1 345,6 505,4 657,5 770,4 687,4 785,5 823,0
i triazoli
Nabazie| 1603| 1228 94,0 1306 123,9 76,6 1354 | 110,2
morfolin

Pozostate 986,6 | 1566,2| 1514,2| 1989,7 1852,9| 21504 2417,0| 23716

WSZYSTKIE 4914,6 51244 5201,4 6060,3 5898,5 57551 6083,5 6130,8

Fungicydy wydajg sie by¢ nieodfgcznym elementem wspédiczesnej gospodarki,
zaréwno krajowej, jak i Swiatowej. Co wiecej szacuje sie, ze globalna uprawa warzyw i
owocow bez aplikacji fungicydéw mogtaby przyczyni¢ sie do zmniejszenia plonéw
nawet o 50 - 90% (Annual Report, 2012), co wskazuje na nieodzownos¢ ich

stosowania.

Srodki grzybobdjcze stanowia duig i bardzo zréinicowang pod wzgledem
struktury chemicznej i mechanizmu dziatania grupe pestycydéw. Gtéwnie sg to zwigzki
metaloorganiczne i organiczne. Wykorzystuje sie takze fungicydy nieorganiczne takie

jak zwigzki siarki lub miedzi (Tab. 2).
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Tab. 2. Podziat fungicydéw na klasy, rodzaje substancji aktywnej oraz ich toksycznosé¢ dla
ssakow (opracowanie wtasne na podstawie dostepnej literatury).

Toksycznosc
Klasy fungicydow Substancja biologicznie czynna dia ssakow
LDs, [mg kg™]
Anilinopirymidyny cyprodynil, pyrimetanil >5 000
Benzimidazolowe karbendazym, tiofanat metylowy, fuberidazol, 6 400
tiabendazol

Chloronitrylowe chlorotalonil 200
Ditiokarbaminiany mankozeb, metiram, propineb, tiuram 800 — 8 000
Fenyloamidowe benalaksyl-M, furalaksyl, metalaksyl-M 4700
Fosfonowe fosetyl glinowy >2 000
Hydroksy- bupirymat, fenarymol, metyrymol 5,6 [ml kg™
pirymidynowe
Imidazoliny fenamidon >2 000
Imidazolowe imazalil, prochloraz 230-1 200
Pochodne kwaséw bentiowalikarb, dimetomorf, mandipropamid, 500 -2 000
organicznych propamokarb
Miedziowe tlenochlorek miedziowy, tréjzasadowy siarczan 700 -2 000

miedziowy, wodorotlenek miedziowy
Morfolinowe fenpropimorf, fenpropidyna, triforyna 300 -2 000
Pochodne boskalid, karboksyna, oksykarboksyna 2500-3 200
Karboksyamidéw
Siarkowe siarka, wodorotlenek siarki 5500
Pochodne azoksystrobina, dimoksystrobina, fluoksastrobina, | 500 -5 000
strobiluriny krezoksym metylowy, piraklostrobina,

pikoksystrobina,
trifloksystrobina
Triazolowe bitertanol, bromukonazol, cyprokonazol, 500 -4 000
difenokonazol, dinokonazol, epoksykonazol,
fenbukonazol, fluchinkonazol, flusilazol, flutriafol,
metkonazol, myclobutanil, propikonazol,
protiokonazol, tebukonazol, tetrakonazol,
triadimefon, triadimenol, tritikonazol

Jedng z pierwszych organicznych grup fungicydéw zastosowanych na wiekszg

skale byty zwigzki na bazie karbaminianéw i ditiokarbaminianéw (etyleno-bis-

ditiokarbaminiany i N,N-dimetyloditiokarbaminiany). Fungicydy ditiokarbaminianowe

charakteryzujg sie szerokim spektrum stosowania w ochronie réznych gatunkow roslin

- zbdz, warzyw, drzew owocowych (Russel, 2005). Zwigzki te stanowig obecnie bardzo

wazng pod wzgledem gospodarczym grupe fungicyddéw, a ich zuzycie w roku 2012
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stanowito w Polsce 1/3 wszystkich fungicydéow (Tab. 1). Wainym przetomem w
produkcji sSrodkéw grzybobdjczych byty zwigzki nalezgce do duzej grupy aromatycznych
zwigzkdéw organicznych - azoli. W jej sktad wchodzg fungicydy z grupy benzimidazoli,
triazoli i imidazoli. Wykorzystywane sg gtéwnie do ochrony upraw zbdz i owocdw.
Charakteryzuje je wysoka selektywnos$é¢, skutecznos¢, minimalny lub niski stopien
kumulacji w Srodowisku i brak interakcji z agrochemikaliami. Dziatajg systemowo i
zapobiegajg rozwojowi licznych gatunkéw grzybdow. Azole do dzisiaj uwazane s3 za
najskuteczniejszg klase srodkdéw grzybobdjczych, a ich selektywne dziatanie zapewnia
bezpieczenstwo dla ssakéw, ptakow i pszczét, z utrzymaniem wysokiej aktywnosci
bdjczej w stosunku do organizmoéw docelowych (Delp, 1995; Russel, 2005). W Polsce
fungicydy na bazie benzimidazoli, imidazoli i triazoli, ze wzgledu na wyzej wymienione
wtasciwosci, zyskaty duze znaczenie. W 2012 roku stanowity ok. 20% wszystkich

sprzedanych srodkéw grzybobdjczych (Tab. 1).

Wsrod srodkéw grzybobdjczym mozemy wyrdznié fungicydy kontaktowe, ktére
na organizm patogennego grzyba oddziatywujg poprzez bezposrednig z nim stycznos$é
lub fungicydy systemowe dziatajgce po wniknieciu do organizmu rosliny jako

substancje uktadowe (Lyr, 1995).

Wszystkie pestycydy objete sg $cistg kontrolg toksykologiczng. Wsréd zwigzkdow
grzybobdjczych znajdujg sie zaréwno silnie toksyczne preparaty, jak i srodki uznane za
praktycznie nieszkodliwe. W przypadku cztowieka najwieksze zagrozenie dla zdrowia
dotyczy ludzi stykajacych sie bezposrednio z duzymi dawkami preparatédw uzytkowych,
co ma miejsce np. podczas wykonywania opryskéw badz zaprawiania ziarna siewnego.
Pewne zagrozenie mogg tez stwarzaé pozostatosci fungicyddédw na/w roslinach, stad

wazne jest przestrzeganie okresu karencji (Borecki, 1984).

Na tle innych pestycyddw, fungicydy uwazane sy za wzglednie bezpieczne
preparaty ze wzgledu na ich niewielkg toksycznosci dla organizméw statocieplnych.
Medialne dawki Smiertelne (LDso) wiekszosci fungicyddw dla ssakéw sg z reguty bardzo
wysokie i przekraczajg kilkaset mg kg m. c. zwierzecia do$wiadczalnego (Tab. 2).
Przyktadowo fungicydy na bazie karbaminiandw i ditiokarbaminianéw charakteryzuja

sie LDso na poziomie 800 - 8000 mg kg™ m. c. i nie wykazuja wptywu na rozréd zwierzat
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czy tez dziatania mutagennego i kancerogennego. Udowodniono jednak ich
teratogenno$¢ przy dawkach rzedu 50 - 1000 mg kg'/dzierh oraz powodowanie
nieznacznych zmian histopatologicznych w nerkach (Kamrin, 1997). Bardziej toksyczne
od macierzystych zwigzkdéw mogg by¢ ich metabolity, zwtaszcza etylenotiomocznik
(ETU). Transformacja ditiokarbaminianéw, ktérej produktem jest ETU, nalezy do
najwazniejszych zaréwno w zywych organizmach, jak i w $rodowisku. ETU wykazuje
wiasciwosci kancerogenne, co skutkuje tworzeniem sie guzédw w narzadach
wewnetrznych ssakéw. Ponadto dziata na uktady enzymatyczne zawarte w
mikrosomach watroby, powodujagc hamowanie aktywnos$ci monooksygenaz,
hydroksylazy anilinowej i N-demetylazy aminoprotrynowej. ETU wykazuje
zréznicowang toksycznosé dla myszy i szczura, moze takze kumulowac sie w tarczycy

szczura (Kamrin, 1997; Rozanski, 1992).

Fungicydy z grupy triazoli charakteryzujg sie niskg toksycznoscig ostrg, a LDsg
wyznaczono na poziomie 500 mg kg'1 i wiecej (Delp, 1995; Kamrin, 1997). Wykazano
brak dziatania mutagennego, kancerogennego, genotoksycznego, teratogennego czy
wptywu na rozrodczos$é zwierzat doswiadczalnych w wyniku ekspozycji na dawki
uzytkowe fungicydéw triazolowych (Fishel, 2013a; Fishel, 2013b). Natomiast wiele
badan wskazuje na wystepowanie niepozadanych skutkéw chronicznej ekspozycji
ssakéw. Triazole, jako inhibitory w szlaku steroidogenezy, moga wykazywaé dziatanie
hepatotoksyczne i hamowa¢ aktywnos$é enzymdw watrobowych, a ich gtdwnym celem
jest cytochrom P-450. Niektére triazole zaburzajg takze synteze cholesterolu w
doswiadczeniach na myszach i szczurach (Allen i wsp., 2006; Chen i wsp., 2009; Kamrin,
1997; Sun i wsp., 2005; Zarn i wsp., 2003). Dodatkowo, w wyniku ekspozycji na triazole
w dawkach 3 - 6 mg kg'/dzien, obserwuje sie powiekszenie tarczycy i zmniejszenie

wychwytu jonéw jodu u gryzoni doswiadczalnych (Kamrin, 1997).

Fungicydy z grupy benzimidazolowych wykazujg toksyczno$é ostrg na poziomie
6000 mg kg™ m. c. Jednak z ich stosowaniem wiaza sie obawy dotyczace wtasciwosci
rakotwdrczych wykazywanych przez niektére ich metabolity (Induski, 1994; Rézanski,
1992). Jedna z substancji aktywnych tej grupy fungicydéw - karbendazym, w dawkach
> 200 mg kg™* m. c., zaburza rozréd zwierzat doéwiadczalnych, dziata gonadotoksycznie

i indukuje wady wrodzone szczurow narazanych w okresie organogenezy. W badaniach
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toksycznosci przewlektej (dawki > 16 mg kg' m. c.) wykazuje dziatanie
hepatotoksyczne, ktérego mechanizm polega gtéwnie na uszkodzeniu mikrotubul
(Sitarek, 2004). Co wiecej, fungicydy na bazie azoli (benzimidazole, triazole i imidazole)
uwazane sg za zwigzki zwiekszajgce toksyczny efekt innych ksenobiotykdw np. 3 - 7-
krotne wzmocnienie toksycznosci insektycyddéw pyretroidowych (efekt synergistyczny)
dla organizmoéw wodnych i lgdowych (Bjergager i wsp., 2011; Cedergreen i wsp., 2006;
Colin i Belzunces, 1992).

W srodowisku przyrodniczym fungicydy ulegajg transformacji na skutek takich
reakcji jak: hydroliza, utlenianie, fotoliza, biotransformacja, itp. O ich przemianach
decyduje gtéwnie struktura chemiczna substancji aktywnej i wifasciwosci fizyko-
chemiczne $rodowiska, w ktérym sie znajdujg. Poniewaz do gleby dostaje sie znaczna
czes¢ dawki preparatéow uzytkowych fungicydéw i produkty ich metabolizmu, tu tez
nastepuje rozktad i detoksykacja wiekszosci zwigzkdw grzybobdjczych. Procesy te wigzg
sie z aktywnoscig biologiczng gleby, zawartoscig substancji chemicznie czynnych,
obecnoscig komplekséw sorpcyjnych oraz stosunkowo statymi warunkami termicznymi
i wilgotnosciowymi. Duzg role w trwatosci fungicydéw w srodowisku odgrywaja
mikroorganizmy glebowe posiadajgce zdolno$é ich metabolizowania. Jednakze w
przypadku niektérych fungicydéw np. ditiokarbaminianéw dawki rzedu kilkudziesieciu
mg kg'1 mogq hamowac procesy nitryfikacyjne w glebie (interakcja z bakteriami z
rodzaju Nitrosomonas i Nitrobacter). Proces nitryfikacji zaktéca tez obecno$é ETU oraz
produktow transformacji fungicydoéw, a zwtaszcza tych, ktére sg stosunkowo trwate i
dtugo zachowujg toksycznos$é wzgledem réznych organizmow (benzimidazole) (Borecki,

1984; Roézanski, 1992).

Wséréd fungicydow wyrdznia sie zwigzki, ktére po aplikacji zazwyczaj nie
pozostajg w srodowisku zbyt dtugo, a czas ich rozktadu ogranicza sie do kilkudziesieciu
godzin (np. mankozeb, karboksyna). Jednak wiele substancji aktywnych ulega
degradacji w dtuzszym okresie czasu, tj. kilku dni np. kaptan, prochloraz, tiuram. W
srodowisku gleby ditiokarbaminiany sg na ogdét umiarkowanie trwate, z czasem
poétrozktadu (T;/2) wynoszacym kilka dni do paru tygodni (Kamrin, 1997). Sa tez zwigzki
trwale zalegajace w srodowisku, ktorych Ty, to zwykle kilka-kilkadziesigt tygodni (m.

in. imazalil, tebukonazol, triadimenof). Stabilnos¢ fungicydéw w srodowisku wynika z
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ich silnej adsorpcji do frakcji koloidalnej gleby i materii organicznej. Do takich
fungicyddw nalezg m. in. liczne substancje zawierajgce w czgsteczkach uktad
benzimidazolowy, ktére po skompleksowaniu z jonami gleby bardzo wolno ulegajg
degradacji i wraz z czasteczkami gleby moga by¢ transportowane do sSrodowiska

wodnego (Depl, 1995; de Jonge i wsp., 1998).

Srodowisko wodne moze byé zanieczyszczone pestycydami obszarowo lub
punktowo. W wiekszosci przypadkow pestycydy dostajg sie do wdd powierzchniowych
w sposéb niezamierzony, gtéwnie w wyniku znoszenia kropli cieczy opryskowej w
czasie wykonywania zabiegéw agrochemicznych czy sptywu powierzchniowego
(gtéwnie w czasie ulewnych opadéw badz sptywu wdd roztopowych) (Larson i wsp.,
1995; Schriever i Liess, 2007). Ze wzgledu na stabilno$¢ triazoli w srodowisku wodnym
oraz ich sukcesywny doptyw z terenéw intensywnie wykorzystywanych rolniczo, moga
one wystepowaé miejscowo, w stezeniach $ladowych az po wysoce toksyczne.
Srodowiskowe stezenia fungicydéw azolowych obserwowano na poziomie 0,175 - 0,2
mg I”* (Elsaesser i Schulz, 2008; Zubrod i wsp., 2010). Andreu-Sanchez i Carrasco (2007)
zanotowali stezenie tebukonazolu na poziomie 5 ug I" w wodach powierzchniowych
Albufera Natural Park (Walencja, Hiszpania). Natomiast Padovani i wsp. (2006) okreslili
poziom tricyklazolu (odpowiednik prochlorazu) oznaczanego w  wodach
powierzchniowych z obszaréw czystych ekologicznie (na terenie Wtoch) na poziomie
10 pg I". Natomiast w wodach powierzchniowych Norwegii wykryto propikonazol w
stezeniach 0,1 - 10 pug It (Almli i wsp., 2002). Czestos¢ wykrywania pozostatosci
substancji aktywnych w wodach powierzchniowych zwigzana jest z terminami
zabiegdw wiosennych i jesiennych oraz asortymentem stosowanych fungicydow w
danym rejonie. Trudnos$ci w oznaczaniu/wykrywaniu pozostatosci fungicydéow wynikaja
tez z szybkiego ich rozcieniczenia w wodach ptyngcych oraz granicy ich wykrywalnosci w
stosowanych metodach analitycznych (na poziomie 10 mg I'") (Sadowski i Kucharski,
2007). Na skromng krajowaq literature z tego zakresu ma rowniez wptyw duzy koszt i
pracochtonno$¢ badan oraz brak odpowiedniej aparatury. Nalezy tu podkresli¢, ze
prawo Unii Europejskiej wyraznie reguluje, jakie pestycydy nalezy monitorowaé¢ w
wodach powierzchniowych i gruntowych, a wsrdd nich brak jest fungicyddéw. Skutkuje

to brakiem realnej wiedzy o tadunku fungicydow przedostajgcym sie do wod
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powierzchniowych na obszarach rolniczo intensyfikowanych, a co za tym idzie wptywie

fungicyddw na rdzne typy biocenoz wodnych.

Wsrod wihasciwosci fungicydéw, ktére mogg miec decydujgcy wptyw na faune i
flore sSrodowiska wodnego nalezy wymieni¢ rozpuszczalno$é, trwato$é oraz
toksyczno$é. Trwatos¢ pestycyddw w srodowisku jest jednym z decydujgcych
czynnikdow branych pod uwage przy dopuszczaniu ich do uzytkowania. Przyktadem
mogg by¢ fungicydy ditiokarbaminianowe uwazane generalnie za nietrwate w
srodowisku wodnym i tatwo ulegajace hydrolizie. Przeciwienstwem ich sg triazole.
Odpornos¢ ich na utlenianie i dziatanie promieniowania UV powoduje dtuzisze
utrzymywanie sie w Srodowisku wodnym, stad tez wykazujg one znaczng toksycznos¢
dla organizméw. Duzy wptyw na stopien degradacji srodkow grzybobdjczych ma
odczyn wody i jej temperatura. Wydajnos¢ degradacji ditiokarbaminianéw w przedziale
pH 4,3 - 6,4 rosnie z 25 do 72% (Rdézanski, 1992). Znaczenie ma rowniez obecnos¢
mikroorganizméw zdolnych do ich rozktadu oraz czas ich adaptacji (Dojlido, 1995).
Okres poéttrwania niektérych fungicyddw w srodowisku wodnym waha sie od kilku
godzin do nawet kilkudziesieciu tygodni (Tab. 3). W srodowisku wodnym moze dojsé
rowniez do wtdrnego zanieczyszczenia pestycydami w wyniku czynnosci zyciowych

organizméw wodnych oraz desorpcji z osadéw dennych i zawiesiny (Kaleta, 2004).

Pestycydy z zatozenia sg substancjami toksycznymi. Niemniej jednak dazy sie,
aby cechowata je silna selektywnosé. Cel ten jest bardzo trudny do osiggniecia, a
pestycydy zawsze w jakim$ stopniu sg szkodliwe dla biotycznych elementéw
srodowiska. Tak jest i w przypadku fauny stodkowodnej. Szkodliwy wptyw fungicyddw i
innych pestycydéw na organizmy wodne polega na zaktéceniu rownowagi biologicznej
oraz zaburzeniu procesu samooczyszczania sie wdd. Toksycznosé fungicydow dla
organizmdéw wodnych zalezy od temperatury, sity jonowej wody (zasolenia), zawartosci
i rodzaju zawiesin oraz od rodzaju i struktury chemicznej zwigzku. Przeciwnie do
zwierzat lagdowych, toksycznos¢ fungicydéw dla organizmoéw wodnych jest na ogét duza

(Tab. 3).
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Tab. 3. Trwato$¢ w Srodowisku niektorych substancji aktywnych i ich toksycznosé¢ dla
organizméw wodnych (opracowanie wtasne na podstawie dostepnej literatury).

TRWALOSC W s z
FUNGICYD GLEBIE TRWALOSC W WODZIE TOKSYCZNOSC: LD5o/LCs
Benomyl Trwaty; Szybka degradacja do R
v y . v & ! tilapia nilowa — (96h) 4,39 mg | !
T1/2— 3-6 miesiecy karbendazymu
Imazalil Trwaty; Trwat pstrag teczowy — 2,5 mg I
rwa .
T1/2—120-190 dni y bass pregowany — 3,2 mg | !
Kaptan . . . bass pregowany — (96h) 0,072 mg "
Srednio trwaty; Nietrwaty; .
] czawycza — (96h) 0,056 mg |
Tl/Z_ 1-10 dni Tl/Z_ do 54h Lo 1
rozwielitka —=7-10 mg |
Karbendazym Trwaty; Srednio trwaty; R
Y y . Y . ryby sumoksztattne — 0,05-14 mg | !
T1/2— 3-6 miesiecy T12 — 6-25 tygodni
Karboksyna Nietrwaty; ;
v y_ Nietrwaty, max do 7 dni | pstrag teczowy — (96h) 0,1 mg | !
T12— 3 dni
Mankozeb pstrag teczowy — (96h) 1,1 mg I"
Nietrwaty; . kara$ ztocisty — (48h) 9 mg I"*
. Nietrwaty; 1
Ty2—1-5 dni, . karp — (48h) 4 mg |
Tl/Z —1-2 dni Lo 1
rozwielitka — (48h) 0,6-1,0 mg |
algi — (5 dni) 0,05 mg I
Prochloraz Stabil Srednio trwaty; pstrag teczowy — (96h) 2,4 mg "
abiln .
v Ti —4-7 dni rozwielitka — (48h) 4,3 mg | !
Tebukonazol pstrag teczowy — (96h) 4,4 mg "
karp — (96h) 2,37 mg I
. . . . kara$ ztocisty — (96h) 8,7 mg I”*
Srednio trwaty; Srednio trwaty; ) a
. . danio pregowany— (96h) 19,6 mg |
T2 —5-41 dni Ti, — 22 dni . 1
Rhamdia quelen — (96h) 5,3 mg |
rozwielitka — (48h) 11,8 mg I
algi— (72h) 5,3 mg ™"
Tiuram . . bass pregowany — 0,23 mg I"
Srednio trwaty; . 1
. Nietrwaty pstrag teczowy — 0,13 mg |
T1/2—14-40 dni 1
karp—4 mg|
Triadimefon ; . Bardzo stabilny; po 28 1
Srednio trwaty; . . pstrag teczowy — (96h) 14 mg |
. tygodniach pozostaje ) . 1
T1/2—14-60 dni . karas ztocisty — (96h) 10-20 mg |
prawie 95%

Wsréd organizméw wodnych szczegdlnie wrazliwych na skazenie wéd
powierzchniowych pestycydami, w tym fungicydami, s3 ryby. Fungicydy
ditiokarbaminianowe w wiekszosci wykazujg toksycznosé ostrg (96 h LCsg) w stosunku
do réinych gatunkéw ryb w granicach 0,5 - 17 mg I''. Podobnie LCsy wiekszosci
fungicydéw triazolowych wynosi 2 - 26 mg I*, natomiast karbendazym wykazuje
toksycznosé ostra dla pstraga teczowego, Oncorhynchus mykiss, na poziomie 370 pg 1™

(Palawski i Knowles, 1986; Tab. 3). Rdwniez dla tego gatunku ryb tiuram wykazuje duza



WSTEP

toksyczno$¢ ostra (96 h LCso) na poziomie 130 pg I (Tab. 3). Trzeba jednak zaznaczy¢,
ze wyzszg toksycznosé dla ryb wykazujg z reguty fungicydy o niewielkiej trwatosci w
srodowisku wodnym. Udowodniono, ze skazenie fungicydami moze by¢ przyczyna
wystgpienia rdéznych objawéw toksycznych u ryb. Ditiokarbaminiany uwaza sie za
embriotoksyczne i teratogenne (powodujg m. in. deformacje szkieletu u wylegu) w
stosunku do wielu gatunkéw ryb (Haendel i wsp., 2004; van Boxtel i wsp., 2010; Tilton i
wsp., 2009). Przy ekspozycji na tiuram zaobserwowano modulacje niektérych
parametréw fizjologicznych, np. obnizenie poziomu hemoglobiny i glukozy, leukopenie,
wzmozong aktywnos$¢ dehydrogenazy-6-fosforanowej oraz podwyzszenie poziomu
lipidow i dehydrogenazy mleczanowej w watrobie (Van Leeuwen i wsp., 1986).
Udowodniono takze, ze propikonazol i tiabendazol mogg modyfikowac¢ aktywnos$é
enzymow kluczowych dla biotransformacji ksenobiotykéw (Almli i wsp., 2002).
Natomiast prochloraz, inhibitor cytochromu P-450 w komodrkach grzybdw, moze
réwniez wigzac sie i hamowac aktywnos¢ réznych typédw aromataz (CYPs) w komérkach
kregowcdw, a tym samym przyczyniac sie do uposledzenia procesu detoksykacji bgdz
przemian hormondéw steroidowych. Taki mechanizm dziatania prochlorazu znaczaco
wptywa na hormonalng kontrole rozrodu ryb (Ankley i wsp., 2009; Ankley i wsp., 2005;
Thorpe i wsp., 2007). Stad tez prochloraz jest klasyfikowany do grupy polutantow
zaburzajgcych gospodarke hormonalng, zwanych ,endocrine disruptors”. Wykazano
tez znaczacy wptyw fungicyddw na integralno$s¢ membran w komorce, a tym samym na
indukowanie reaktywnych form tlenu, co prowadzi do stresu oksydacyjnego
(Atamaniuk i wsp., 2013; Ferreira i wsp., 2010; Sancho i wsp., 2010; Toni i wsp., 2011ai
b).

W przypadku ekspozycji ryb na rézne pestycydy wielokrotnie badano liczne i
bardzo odmienne parametry wskaznikowe. Jednak odpowiedZ organizmu ryb na stres
chemiczny wydaje sie nie wykazywaé specyficznosci w stosunku do rodzaju
pestycyddw. Powszechnie uwaza sie, ze wskazniki hematologiczne sg bardzo czute i
mogace dostarczy¢ waznych informacji o stanie zdrowotnym ryb (Silbergeld i wsp.,
1974; Silveira-Coffigny i wsp., 2004; Soldatov, 2005; Sopinska, 1983). Podobnie jest z
badaniem aktywnosci enzyméw watrobowych, aminotransferazy asparaginowej i

alaninowej, ktére sg wyznacznikami aktywnosci metabolicznej i odzwierciedleniem
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stanu czynno$ciowego watroby - narzadu odpowiedzialnego za metabolizm
ksenobiotykdw. Wzrost aktywnosci enzymatycznej w macierzy zewnatrzkomaérkowej
lub osoczu jest czutym wskaznikiem nawet drobnego uszkodzenia komodrek, ktére
niejednokrotnie notowano w przypadku narazenia ryb na liczne pestycydy (Przybylska-
Wojtyszyn i wsp., 1992; Sancho i wsp., 2010; Scott i Sloman, 2004). Wiele
prowadzonych badan skupia sie na zmianach aktywnosci poszczegdlnych enzymédw,
biatek badz reakcjach konkretnego uktadu fizjologicznego. Z przegladu dostepnej
literatury wynika, ze w badaniach toksykologicznych wykorzystuje sie rézne wskazniki
np. markery efektu, ekspozycji bgdz wskazniki wrazliwosci (podatnosci) na substancje
toksyczne, wspdlnie okreslanych mianem biomarkeréw (WHO, 1993). Takimi
biomarkerami sg np. aktywnos¢ enzyméw kluczowych w procesie biotransformac;ji,
wskazniki stresu oksydacyjnego, metabolity powstajgce w procesie biotransformacji,
wskazniki hematologiczne, immunologiczne, endokrynne, behawioralne i szereg
innych. Wtasnie w badaniach ekotoksykologicznych wykorzystanie biomarkerdow staje
sie kluczowe, gdyz praktycznie nie jest mozliwe, aby monitorowa¢ wszystkie

zanieczyszczenia antropogeniczne czy pochodzenia naturalnego.

Szkodliwy wptyw podprogowych stezen substancji toksycznych na populacje
organizmoéw jest czesto trudny do wykrycia, a efekty te wydajg sie przejawiaé tylko po
dtuzszym okresie ekspozycji, kiedy stajg sie nieodwracalne. Bioindykatory (biomarkery,
wskazniki ekologiczne) jako mierzalne biologiczne odpowiedzi ustroju (od
molekularnych poprzez reakcje komérkowe, fizjologiczne i zmiany behawioralne) moga
by¢ stosowane do ogdlnej oceny kondycji organizmdéw oraz by¢ sygnatem wczesnego
zagrozenia ze strony $Srodowiska (van der Oost i wsp., 2003). Co wiecej, z dostepnej
literatury wynika, iz substancje toksyczne dajg obraz zmian bioznacznikéw
hematologicznych, genetycznych, enzyméw procesu biotransformacji, zwigzanych z
procesem rozrodu i szereg innych. Moze to $wiadczy¢ o tym, iz substancje toksyczne,
nawet w podprogowych dawkach wptywajg znaczaco na dziatanie catego organizmu, a

nie tylko zaktdcajg funkcjonowanie poszczegdlnych komérek czy narzagdow.
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CEL PRACY

Ryby, jako organizmy na najwyzszym szczeblu tancucha troficznego
ekosysteméw wodnych sg wazinym modelem w badaniach toksycznosci wielu
zwigzkdéw  antropogenicznych. Pomimo szerokiego stosowania fungicyddw,
opublikowane dane dotyczace ich wptywu na ryby s3 fragmentaryczne i
niewystarczajgce. Dotyczy to zwtaszcza wptywu subtoksycznych stezen fungicyddw na
organizmy wodne, w tym i ryby. Wiekszo$¢ prac ogranicza sie zwykle do wyznaczenia
toksycznosci ostrej, a badania przeprowadzone sg w warunkach laboratoryjnych, z
wykorzystaniem klasycznych testéw toksycznosci na standardowych gatunkach
organizméw wodnych: glonach, skorupiakach (rozwielitka), czasem mieczakach oraz

rybach.

Celem pracy doktorskiej byta ocena wptywu subtoksycznych stezern wybranych
fungicyddw na organizm karpia na podstawie zmian histopatologicznych i

ultrastrukturalnych w wytypowanych narzadach.

Drugim celem byta ocena zaburzen stanu fizjologicznego karpi eksponowanych
na subtoksyczne stezenia fungicyddw, na podstawie analizy wybranych wskaznikéw

metabolicznych i hematologicznych.

Przeprowadzone badania stanowity takze podstawe do dokonania catosciowej

oceny toksycznego oddziatywania wybranych fungicydéw na organizm karpia.
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II. MATERIAL I METODY

2.1. TESTOWANE SUBSTANCIJE CHEMICZNE

W  doswiadczeniach  zastosowano substancje aktywne powszechnie
stosowanych w rolnictwie $rodkdéw grzybobdjczych — mankozeb, prochloraz i
tebukonazol. Najwazniejsze wtasciwosci fizykochemiczne badanych fungicydow
przedstawia Tab. 4.

Tab. 4. Wiasciwosci fizykochemiczne wybranych fungicydéw (opracowanie wtasne na
podstawie e-Pesticide Manuals).

MANKOZEB PROCHLORAZ TEBUKONAZOL

nr CAS 8018-01-7 67747-09-5 10734-96-3

, krystaliczna, . . krystaliczna,
Postac krystaliczna, biata biat

jasno szara lafa
wzOr sumaryczny [C4HsMNN,S, ], Zn, Ci5H16CIsN50, C16H22C1N50
masa molowa
271,2 376,67 307,82

[g mol™]
gestosé [g cm™] 1,92 1,42 1,25
rozpuszczalnos$é w

. . 1 0,0062 0,035 0,032
wodzie w 20°C [g ]

o dobrze rozpuszczalny w 2500g 1" w
rozpuszczalnosé w . L. . .
. wiekszosci chloroformie, ksylenie,
innych _ . 1 brak danych
) rozpuszczalnikéw toluenie; 3500 g1~ w
rozpuszczalnikach ) )
organicznych acetonie

trwatos¢ w ) . .
] . nietrwaty srednio trwaty trwaty
Srodowisku
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2.1.1. Mankozeb

Mankozeb (nazwa zwyczajowa fungicydu) nalezy do grupy chemicznej etyleno-
bis-ditiokarabinianow. Jest to kompleks cynku z etyleno-bis-ditiokarbaminianem

manganu, o réznych proporcjach tych sktadnikéw.

Zakres stosowania mankozebu w rolnictwie jest szeroki i obejmuje zwalczanie:
maczniakdéw rzekomych, zarazy ziemniaczanej, parcha jabtoni i gruszy, opadziny lisci
porzeczki, rdzy roslin ozdobnych i rdzy wejmutkowo-porzeczkowej oraz grzybiczych
pasozytéw lisci z rodzajow: Septoria, Alternaria, Phyllosticta i innych. Powszechnie
stosowany jest w ochronie roslin warzywnych, sadowniczych, lesnych, ozdobnych i
zielarskich przed chorobami grzybiczymi, a takze jako $rodek przeznaczony do

zaprawiania ziarna, bulw, cebul i nasion.

Do przeprowadzenia badan uzyto czystej substancji aktywnej (czystos¢ wzorca
analitycznego: 96,4%; Sigma-Aldrich). Mankozeb, ze wzgledu na niskg trwato$é¢ w
srodowisku wodnym aplikowano do wody w akwarium 3-krotnie, w réwnych
odstepach czasu w trakcie trwania do$wiadczenia, kazdorazowo w stezeniu 1,0 mg 17,

w formie rozpuszczonej w niewielkiej ilosci wody destylowanej (Tab. 4).

2.1.2 Prochloraz

Prochloraz jest zwigzkiem organicznym, pochodng imidazolu (grupa azole), o
petnej nazwie chemicznej: 1-karboksyamid-N-propylo-N-[2-(2,4,6-
trichlorofenoksy)etylo] imidazolu. Ma zastosowanie w zwalczaniu agrofagéw
powodujgcych: famliwo$¢ podstawy Zzdzbta, maczniaka prawdziwego, plamistosé
siatkowg, rynchosporioze, septorioze lisci, szarg plesn, zgnilizne twardzikowg, gtéwnie

w uprawach zbdz ozimych i jarych oraz rzepaku.

Ze wzgledu na trwatos¢ w srodowisku substancje aktywng (o czystosci wzorca
analitycznego 99,3 + 0,4%; Instytut Przemystu Organicznego, Warszawa), rozpuszczong
w wodzie destylowanej, zaaplikowano do wody akwariowe] jednorazowo, w stezeniu 1

mg I (Tab. 4).
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2.1.3 Tebukonazol

Tebukonazol to zwyczajowa nazwa fungicydu z grupy azoli (konazoli-triazoli).
Jego petna nazwa chemiczna to (RS)-1-(4-Chlorophenyl)-4,4-dimetyl-3-(1,2,4-triazol-1-
ylmethyl)pentan- 3-ol. Jest powszechnie stosowany w uprawie: rzepaku jarego i
ozimego, zboza jarego i ozimego, owsa, roslin ozdobnych, buraka cukrowego i
pastewnego, wisni, sliwy oraz do ochrony modrzewia. Uwazany jest za jeden z lepszych
srodkéw grzybobdjczych zapobiegajacy fuzariozie ktosa. Wchodzi takze w sktad

preparatéw do zaprawy ziarna zbdz jarych i ozimych.

W doswiadczeniu tebukonazol (czysto$¢ wzorca: 99,9 * 0,1%; Instytut
Przemystu Organicznego, Warszawa) rozpuszczono w wodzie destylowanej i
jednorazowo, ze wzgledu na trwatos¢ w srodowisku, zaaplikowano do wody

akwariowej w stezeniu 2,5 mg I (Tab. 4).

Wybdr poszczegdlnych fungicydéw do doswiadczen podyktowany byt ich
szerokim spektrum zastosowania oraz popularnoscia wykorzystania w rolnictwie.
Zastosowane w badaniach stezenia wyjsciowe zwigzkdw zostaty wybrane na podstawie
danych literaturowych dotyczacych wartosci LCsg dla ryb (gtéwnie dla ryb

karpiowatych). Zastosowane stezenia stanowig nie wiecej niz 25% tej wartosci.

2.2. ZWIERZETA DOSWIADCZALNE

Do badan wykorzystano ryby z gatunku karp (Cyprinus carpio Linnaeus, 1758), o
masie ciata 60 + 10 g, pochodzace z gospodarstwa stawowego Rybackiej Stacji
Doswiadczalnej Katedry Ichtiobiologii i Rybactwa Uniwersytetu Rolniczego im. Hugona
Kottgtaja w Krakowie. Pozyskiwano je do badan zawsze w okresie wiosennych
odfowdw, w latach 2011 - 2013. Przed rozpoczeciem wtasciwych eksperymentéw
losowo wybrane zwierzeta badano klinicznie i parazytologicznie, nastepnie
umieszczano je w basenach przeptywowych i aklimatyzowano do warunkow

akwaryjnych przez okres miesigca. W okresie eksperymentalnym ryby przebywaty w
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akwariach o pojemnosci 300 |, w warunkach statycznych, o statych parametrach
fizykochemicznych wody: temperatura 19,0 + 2°C; pH 7 - 8; zawartos$¢ tlenu
rozpuszczonego 7,20 — 9,11 mg 0, dm>; twardos¢ ogdlna 16 — 18°n; stezenie amoniaku
gazowego 0,1 — 0,2 mg NHs; dm?; stezenie jonéw azotynowych (NO,) oraz
azotanowych (NO3) —5 mg dm™ oraz 20 - 25 mg dm™. Podczas trwania eksperymentu
regularnie sprawdzano parametry fizykochemiczne wody przy pomocy gotowych
zestawow odczynnikéw oraz fotometru firmy HANNA Instruments (Olsztyn). Woda byta
nieustannie napowietrzana oraz filtrowana przy uzyciu filtrow wewnetrznych Fan 3
(Aquael). Ryby w okresie doswiadczalnym karmiono raz dziennie ptatkami

jeczmiennymi oraz larwami ochotkowatych (Chironomidae).

2.3. UKtAD DOSWIADCZENIA

Badania eksperymentalne nad wptywem wybranych fungicyddw na organizm
ryb zostaty wykonane w dwdch etapach. Etap | dotyczyt obserwacji zmian
patomorfologicznych powstatych wskutek ekspozycji ryb na fungicydy i do realizacji
tego etapu wybrano narzady: skrzela, watrobe (bedacg w rzeczywistosci
watrobotrzustkg) oraz nerke tutowiowg karpia. Sg to najwazniejsze narzady
uczestniczagce w przenikaniu ksenobiotykdw ze S$rodowiska wodnego, ich

metabolizowaniu i wydalaniu z ustroju.

W etapie Il dokonano analizy zmian wybranych wskaznikow stanu
fizjologicznego ryb wskutek ich ekspozycji na czynnik toksyczny. Podstawe wyboru
konkretnych parametrow odzwierciedlajgcych stan fizjologiczny organizmu ryb
stanowity wyniki badan | etapu. Przy ich wyborze kierowano sie takze mozliwoscia
wystgpienia reakcji stresowej podczas ekspozycji ryb na fungicyd. Wybrano takze
wskazniki hematologiczne odzwierciedlajgce interakcje fungicydu z krwig obwodowa

karpi.

W obu etapach badawczych ryby podzielono na trzy grupy doswiadczalne i
jedna kontrolna. Jedna grupe doswiadczalng ryb eksponowano na jeden fungicyd przez

okres 14 dni. Okres ten uznano za wystarczajgcy do catkowitego zaniku substancji
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aktywnej fungicydu w wodzie oraz obserwowanego w S$rodowisku naturalnym,
ponownego zanieczyszczenia wod powierzchniowych tymi zwigzkami. Po okresie
ekspozycji ryby przebywaty w czystej wodzie przez kolejne 30 dni (okres
rekonwalescencji) celem sprawdzenia, czy ewentualny wptyw fungicydédw na organizm
ryb jest zjawiskiem przejsciowym, czy skutkuje trwatymi zmianami. Uktad

doswiadczenia ilustruje Tab. 5.

Tab. 5. Uktad grup doswiadczalnych z rodzajem i stezeniem zastosowanych fungicydow.

Stezenie aplikowanego fungicydu
Grupa llos$¢ ryb (szt.) w
doswiadczalna [mg 1™ llos¢ aplikacji akwarium
KONTROLA 0 0 10
MANKOZEB 1,0 3x 10
PROCHLORAZ 1,0 1x 10
TEBUKONAZOL 2,5 1x 10

2.3.1Etap |

Narzady do analizy patomorfologicznej pozyskiwano w trakcie sekcji od trzech
ryb z kazdej grupy eksponowanej na fungicyd i trzech - z grupy kontrolnej. Pobierano
nastepujgce narzady: skrzela, watrobotrzustke oraz nerke tutowiowa. Skrzela pobrano
trzykrotnie: po 3 i 14 dniach ekspozycji ryb oraz po zakonczeniu okresu
rekonwalescencji. Skrzela, stanowig brame wejscia ksenobiotyku do organizmu ryby i
dlatego pierwszych zmian patologicznych mozna sie spodziewaé juz w poczgtkowym
okresie ekspozycji, tj. po 3 dniach. Do analizy w skaningowym mikroskopie
elektronowym pobierano pierwszy tuk skrzelowy z prawej strony ciata ryby, natomiast
do transmisyjnego mikroskopu elektronowego i jednoczesnie mikroskopu swietlnego -
drugi tuk skrzelowy. Nerke tutowiowg oraz watrobe pobierano dwukrotnie: po 14

dniach ekspozycji oraz po zakoriczeniu okresu rekonwalescenciji ryb.

Do obserwacji zmian patologicznych w wybranych narzgdach wykorzystano

mikroskop sSwietlny (LM) - Nikon Eclipse Ci-L , elektronowy skaningowy (SEM) - JEOL
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JSM 5410 i elektronowy transmisyjny (TEM) - JOEL JEM-100 SX. Pobrane narzady
krojono na mate fragmenty, ok. 1 - 3 mm i umieszczano w utrwalaczu Karnovsky’ego.
Przygotowano preparaty do obserwacji mikroskopowych wg ogdlnie przyjetej dla
mikroskopii elektronowej metody (Karnovsky, 1965; Mercer i Birbeck, 1970), z
zastosowaniem zywicy epoksydowej (Epoxy Embedding Medium, Sigma Aldrich). Dla
uzyskania skrawkéw ultracienkich (50 - 80 nm) uzyto mikrotomu Reichert Jung
Ultracut. W celu wnikliwej analizy zmian patologicznych wykorzystano pozyskiwane w
tej metodzie skrawki poétcienkie (o grubosci 0,5 - 1 um), krojone na ultramikrotomie
Tesla BS 490A i wybarwione mieszaning btekitu metylenowego i Azuru Il (1:1).

Ogladano je w w/w mikroskopie Swietlnym.

3.3.2 Etap 1l

Na podstawie wynikdw badan etapu |, do oceny stanu fizjologicznego ryb

eksponowanych na fungicydy wybrano nastepujgce wskazniki:

a. wskazniki metaboliczne:

stezenie kortyzolu w osoczu krwi

o stezenie glukozy w petnej krwi

« stezenie biatka ogdlnego w osoczu krwi

o stezenie tréjglicerydéw w osoczu krwi

o aktywnos$¢ aminotransferaz: asparaginianowej (AST) i alaninowej (ALT) w

osoczu krwi

b. wskazniki hematologiczne:
o ilos¢ krwinek czerwonych (RBC) i biatych (WBC)
o wartos¢ hematokrytowa (Ht)
» stezenie hemoglobiny w petnej krwi (Hb)
« Srednia objetos¢ krwinki czerwonej (MCV)
» S$rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej (MCH)
« Srednie stezenie hemoglobiny w krwinkach czerwonych (MCHC)
o leukogram (inaczej leukocytogram, odsetkowy wzér leukocytow)

« analiza zmian patomorfologicznych w elementach morfotycznych krwi.
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Do analizy wszystkich parametréw stanu fizjologicznego wykorzystano
heparynowang krew obwodowg karpi pobrang metoda punkcji z serca (Svobodova i
wsp., 1986 za: Svobodova i wsp., 2012), kazdorazowo od 10. osobnikéw z grupy
doswiadczalnej i 10. — z kontrolnej. Do pobierania krwi obwodowej ryb uzyto szklanych
pipet Pasteurowskich o specjalnie wydtuzonych i cienkich korfcach, wczesniej
przeptukanych niefrakcjonowang heparyng sodowg, o stezeniu 5000 j.m./ml roztworu
(Warszawskie Zaktady Farmaceutyczne Polfa S.A.). Krew obwodowa odwirowano (5000
rpm przez 5 minut), a uzyskane osocze zamrozono (w temperaturze -25°C) do czasu

wykonania zaplanowanych oznaczen.

Zaplanowane analizy wykonano kilkukrotnie w trakcie trwania doswiadczenia.
Stosowano rézne czasy pobran krwi dla réznych wskaznikéw (Tab. 6) ze wzgledu na
zréznicowany czas ich reakcji na czynnik stresowy - ekspozycje na fungicydy. Kazdej
grupie eksponowanej na fungicyd przyporzadkowano grupe kontrolng: Ky - dla
mankozebu, Kp - dla prochlorazu oraz Kr - dla tebukonazolu. W przypadku wartosci
kontrolnych bardzo zblizonych do siebie na wykresie przedstawiono je jako jedng
wartos¢ (jeden punkt na wykresie).

Tab. 6. Schemat pobierania krwi oraz badania wskaznikdw stanu fizjologicznego ryb (h —
godzina; detoks — okres rekonwalescencji).

Czas ekspozycji na fungicyd
Badany parametr on
1h | 3h | 6h | 12h | 24h | 3 dni | 14 dni | detoks
(Kontrola)

Kortyzol + + + | + + + + + +
Glukoza + - + + - + + + +
Trojglicerydy + - - - + + + + +
Biatko ogdlne + + + + + + - + +
Aminotransferazy + _ - - - - + + +

AST i ALT
Wskazniki + - - - - + + + +

hematologiczne
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2.3.2.1 Wskazniki metaboliczne

A) Oznaczanie stezenia kortyzolu

llosSciowe oznaczanie catkowitego stezenia kortyzolu w osoczu heparynowanym
wykonano za pomocg zestawu CORTISOL-RIA-CT (DIAsource ImmunoAssays S.A.,
Belgia). Zasada testu opiera sie na technice kompetycyjnej, radioimmunologicznej z
zastosowaniem technologii prébek optaszczonych (przeciwciatami monoklonalnymi),
znakowanych izotopem jodu **°I. Pomiar przeprowadzono licznikiem promieniowania

gamma typu Wallac 1470 Wizard.
B) Oznaczanie stezenia glukozy

Poziom glukozy w petnej krwi, bezposrednio po jej pobraniu od karpi,
oznaczano przy pomocy Systemu Monitorowania Stezenia Glukozy we krwi EUSURE
Plus (EUMED BIOTECH. CO. LTD). Dziatanie systemu, zawierajgcego glukometr oraz
paski testowe, oparte jest na technologii biosensora elektrochemicznego oraz dziatania

sit kapilarnych.

C) Oznaczanie stezenia biatka ogélnego
llosciowe stezenie biatka ogdlnego oznaczano w osoczu krwi ryb kontrolnych i
do$wiadczalnych metoda ilociowa wg Lowry’ego w modyfikacji Slebodzinskiego i wsp.
(1982). Absorbancje powstatego zabarwienia odczytywano przy A = 660 nm, przy
pomocy spektrofotometru SPEKOL 11. Stezenie biatka ogdlnego obliczono za pomocg
nastepujgcego wzoru:

E probki

Stezenie biatka og6lnego (g ml™') = E wzorca

X stezenie wzorca X rozcieficzenie

gdzie:

E préby — wartosé ekstynkcji badanej probki

E wzorca — wartos¢ ekstynkcji wzorca.



MATERIAt | METODY

D) Oznaczanie stezenia tréjglicerydow
llosciowe oznaczenie stezenia trdjglicerydéw w osoczu krwi ryb wykonywano
metoda kolorymetryczng (wg Duncombe’a, 1964), przy uzyciu gotowego zestawu
odczynnikow (Alpha Diagnostics, Warszawa), przy dtugosci fali 500 nm, na
spektrofotometrze CECIL CE 2021. Nastepnie obliczono stezenia trojglicerydéw wedtug
nastepujgcego wzoru:

E prébki

Stezenie tréjglicerydéw (mg dl™1) = E wzorca

X stezenie wzorca

gdzie:
E préby — wartos¢ ekstynkcji badanej prébki

E wzorca — wartos¢ ekstynkcji wzorca.

E) Oznaczanie aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej (AST) i

aminotransferazy alaninowej (ALT)

Oznaczenie aktywnosci AST i ALT w osoczu karpi wykonano metodg
kolorymetryczng opartg na kinetycznej metodzie zaproponowanej przez Karmen i wsp.
(1995). Do wykonania analizy aktywnosci enzymdéw uzyto gotowych zestawdéw
odczynnikéw (Alpha Diagnostics, Warszawa). Pomiaru absorbancji zaréwno AST, jak i
ALT dokonywano w przeciggu 3 minut, w odstepach czasowych co 1 min. Pomiar zostat
przeprowadzony w temp. 25°C, przy dtugosci fali A= 340 nm, dtugos$¢é drogi optycznej: 1
cm na spektrofotometrze CECIL CE 2021. Aktywno$¢ aminotransferazy w prébce

zostata wyliczona wg nastepujacego wzoru:

. U AAbs
Aktywnos$¢ aminotransferazy (T) = X 1746

gdzie:

A Abs/min —$rednia warto$¢ absorbancji na minute.
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2.3.2.2. Wskazniki hematologiczne

Oznaczano RBC, WBC, Ht, stezenie Hb oraz wykonano rozmazy z petnej krwi ryb
doswiadczalnych i kontrolnych. Pozostate parametry czerwonokrwinkowe: MCV, MCH,

MCHC przeliczono matematycznie w standardowy sposdb.

B) Obliczanie RBCi WBC

RBC i WBC liczono klasyczng metodg komorowa, bezposredniego liczenia przy
uzyciu mikroskopu $wietlnego i hemocytometru. Elementy morfotyczne krwi
obwodowej ryb wybarwiono ptynem Natta-Herricka (Natt i Herrick, 1952). Krew petna
rozcienczano w ptynie Natta-Herricka w stosunku 1:200, a nastepnie erytrocyty i
leukocyty liczcono w komorze Biirkera pod powiekszeniem 400 x (Campbell, 2012;

Hrubec i Smith, 2010). Ostateczng liczbe krwinek wyliczono wg nastepujgcego wzoru:

Liczba krwinek (w 1 ul) = a X 0,004 X rozcienczenie
gdzie:

a — srednia liczba krwinek w matym kwadracie

0,004 — objetosc¢ jednego kwadratu.

C) Oznaczanie wartosci hematokrytowej
Ht okreslono wg metody Hedina (1890) (za Bomski, 1995). Krew petng
umieszczano w heparynowanej kapilarze i przy uzyciu szybkoobrotowej wiréwki
mikrohematokrytowej wirowano przez 5 minut (12 tys. obrotéw/min). Nastepnie

odczytywano wynik (w %) przy pomocy czytnika hematokrytowego.

D) Oznaczanie stezenia hemoglobiny we krwi

Hb we krwi oznaczano metodg cyjanomethemoglobinowg. Gestos¢ optyczng
cyjanomethemoglobiny mierzono fotometrycznie przy diugosci fali A = 540 nm

(SPEKOL 11). Stezenie hemoglobiny wyliczano z nastepujacego wzoru:

E préby

Hb (g%) = X wspotczynnik

E wzorca
gdzie:
E préby — wartosé ekstynkcji badanej prébki

E wzorca — wartos¢ ekstynkcji wzorca Hb
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wspotczynnik — stezenie wzorca Hb.

E) Obliczanie wskaznikéw czerwonokrwinkowych (MCV, MCH, MCHC)

Wskazniki czerwonokrwinkowe obliczono na podstawie: stezenia hemoglobiny,

wartosci hematokrytowej oraz liczby erytrocytéw (Lee i wsp., 1998).

e Srednia objetos¢ krwinki czerwonej - MCV

Obliczono wg nastepujacego wzoru:

MCV (m?) = He X 10
(m*) = RBC
gdzie:

Ht — wartos¢ hematokrytu (%)

RBC — liczba krwinek czerwonych w 1 mm? krwi (w mln).

e Srednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej - MCH

Woyliczono z nastepujgcego wzoru:

MCH (pg) = Hb 1o
P9) = Rrpc

gdzie:
Hb — stezenie hemoglobiny we krwi (g dI™)

RBC - liczba krwinek czerwonych w 1 mm? krwi (w min).

e Srednie stezenie hemoglobiny w krwinkach czerwonych - MCHC

Obliczono wg nastepujacego wzoru:

Hb
MCHC (g dl™t) = T X 100 %
gdzie:
Hb — stezenie hemoglobiny we krwi (g dI™")

Ht — wartos¢ hematokrytu (%).

F) Wykonanie rozmazéw krwi

Od kazdej ryby grupy kontrolnej i grup narazonych na fungicydy wykonano po
trzy rozmazy krwi. Wybarwiono je zestawem odczynnikéw Hemacolor®staining kit
(Merck, Niemcy). Leukocyty liczono metodg dwupolowg meandrowg na 100 komérek

przy powiekszeniu 600 x (Bomski, 1995).
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liczenie od @ do 50 liczenie od S0 do 100
laukocytdw leukocytdw

Ryc. 1. Liczenie leukocytéw metody dwupolowa meandrowg (za: Bomski, 1995).

Okreslono leukogramy, w ktorych wyrézniono nastepujgce rodzaje elementow
morfotycznych krwi obwodowe] karpi: limfocyty, monocyty oraz granulocyty
obojetnochtonne. Wsréd tych ostatnich wyrdzniono formy niedojrzate (promielocyty,
metamielocyty i mielocyty) oraz neutrofile dojrzate (pateczkowate i segmentowane).
Identyfikacje leukocytéw wykonano wg Iwanovej (1970). Procentowy udziat
poszczegblnych rodzajéw leukocytéw w leukogramie obliczono na 100 krwinek biatych.
W elementach morfotycznych obserwowano takze wystepowanie zmian

patomorfologicznych.

2.4. ANALIZA STATYSTYCZNA DANYCH

Wyniki oznaczen metabolicznych i hematologicznych poddano analizie
statystycznej, wykorzystujgc program komputerowy STATISTICA 10.0 PL. W ocenie
statystycznej przyjeto poziom istotnosci statystycznej a = 0,05 (komnicki, 2010). Wyniki
przedstawiono w postaci wykresow liniowych, gdzie wartosci statystycznie istotne (P <

0,05) w poréwnaniu do kontroli oznaczono symbolem ,,*”, natomiast leukocytogramy -

w tabelach w postaci wartosci srednich i odchylenia standardowego (ii SD).

Dla kazdego parametru ilosciowego okreslano podstawowe charakterystyki
statystyki opisowej: srednig, odchylenie standardowe, wariancje oraz za pomocg testu
Shapiro-Wilka oceniano, czy dany parametr charakteryzowat sie rozktadem zblizonym
lub odbiegajagcym od normalnego. Nastepnie do oceny zaleznosci miedzygrupowych
dla parametréow ilosciowych majacych rozktad zblizony do normalnego wykorzystano
jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA), poprzedzong testem Levene
(sprawdzajgcym jednorodnos¢ wariancji), a nastepnie zastosowano poréwnanie post —
hoc: test Tukeya w celu wskazania rdznic pomiedzy poszczegdlnymi grupami. W
przypadku parametrow jakosciowych (zmian histopatologicznych) opierano sie na

opisowej ocenie zmian patomorfologicznych.
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I1I. WYNIKI

3.1. ANALIZA PATOMORFOLOGICZNA

3.1.1. Obserwacje zmian histopatologicznych w skrzelach karpia w
mikroskopie swietinym (LM)

KONTROLA

Obserwowano listki skrzelowe karpi grupy kontrolnej (Fot. 1). Na kazdym listku
skrzelowym widoczne byly waskie, dtugie blaszki oddechowe pokryte Sscisle
przylegajagcymi do siebie komdrkami nabtonkowymi (nabtonek oddechowy). W
blaszkach oddechowych widoczne byty naczynia wtosowate (kapilary) z pojedynczymi
krwinkami, a tylko miejscowo naczynia zaréwno listka skrzelowego, jak i blaszek
oddechowych byty bardziej wypetnione elementami morfotycznymi. Pomiedzy

blaszkami obecne byty nacieki komérkowe.

Fot. 1. Fragment listka skrzelowego karpia grupy kontrolnej wraz z blaszkami oddechowymi
(BO). Widoczne kapilary wypetnione krwinkami (K). Nacieki komdérkowe pomiedzy blaszkami
oddechowymi (NK).
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MANKOZEB

Ekspozycja karpi na mankozeb spowodowata wystgpienie licznych zmian
patomorfologicznych (Fot. 2). Po trzech dniach ekspozycji blaszki oddechowe miaty
nieregularny ksztatt, ulegty wydtuzeniu i pofatdowaniu. Miejscami nabtonek przylegat
Scisle do blaszek oddechowych, miejscami zas struktura blaszki ulegata zatarciu wraz z
pokrywajgcym je nabtonkiem. W naczyniach krwionosnych obserwowano liczne
krwinki. Zwiekszyt sie, w poréwnaniu do kontroli, naciek komdérkowy pomiedzy
blaszkami oddechowymi. W nabtonku skrzeli obecne byly komoérek sluzowych i

chlorkowych.

Fot. 2. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na mankozeb. Kapilary (K) wypetnione elementami morfotycznymi. Nacieki komérkowe (NK)
pomiedzy blaszkami oddechowymi (BO) i obecnos¢ komdrek chlorkowych (KCH). Destrukcja
nabtonka oddechowego (D) na koricach blaszek.

Po 14. dniowej ekspozycji karpi na fungicyd struktura blaszek oddechowych
ulegata miejscowej, znacznej destrukcji. Nabtonek blaszek oddechowych miejscami
odstawat od rusztowania podporowego i ztuszczat sie. Natomiast rusztowanie
podporowe ulegato czesto rozchwianiu. W blaszkach oddechowych naczynia

krwionosne byty wypetnione krwinkami (Fot. 3).
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Fot. 3. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi (BO) karpia po 14. dniowej
ekspozycji na mankozeb. Nieco rozchwiana struktura podporowa (strzatki), przekrwienie
blaszek, destrukcja nabtonka oddechowego (D).

Po okresie rekonwalescencji (Fot. 4) blaszki oddechowe ryb eksponowanych na
mankozeb byty miejscami pozbawione nabtonka lub ulegat on ztuszczaniu. Konstrukcja
z komérek podporowych byta rozchwiana, zwtaszcza na koricach blaszek oddechowych,
gdzie obserwowano tez butawkowate rozszerzenie naczyn krwionosnych. Pomiedzy

blaszkami odddechowymi obecny byt bardzo duzy naciek komdrkowy.

Fot. 4. Fragment listka skrzelowego 1z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. Bardzo duze nacieki komdrkowe (NK) pomiedzy
blaszkami oddechowymi (BO). Rozszerzone i uszkodzone korice blaszek oddechowych (D).
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PROCHLORAZ

Po trzech dniach ekspozycji karpi na prochloraz (Fot. 5) obserwowano
przekrwienie narzadu widoczne w formie rozszerzonych i przepetnionych elementami
morfotycznymi naczyn krwionosnych gtéwnych, jak i wifosowatych. Nabtonek
oddechowy blaszek czesto odstawat od komérek podporowych lub wykazywat cechy
destrukcji. W wielu miejscach blaszek oddechowych, a zwfaszcza na koncach, komérki
podporowe ulegaty rozchwianiu. Pomiedzy blaszkami oddechowymi obecny byt naciek

komdrkowy. W nabtonku listka skrzelowego obserwowano takze komérki sluzowe.

Fot. 5. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na prochloraz. Silne przekrwienie narzadu rujnujgce strukture blaszek (BO), odstawanie
nabtonka oddechowego od struktury podporowej (strzatki), miejscowa destrukcja blaszek
oddechowych (D).

Po 14. dniowej ekspozycji karpi na prochloraz (Fot. 6) obserwowano wydtuzone
i pofatdowane blaszki oddechowe =z miejscowo uszkodzonym nabtonkiem
oddechowym. Naczynia wtosowate wypetniaty gesto elementy morfotyczne. Komorki
podporowe blaszek nie tworzyty zwartej konstrukcji, ulegaty rozchwianiu, zwtaszcza na
ich konicach. Pomiedzy blaszkami oddechowymi obserwowano naciek komdrkowy.

Obecne byty tez komorki sluzowe.
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Fot. 6. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 14. dniowej ekspozycji
na prochloraz. Rozchwianie struktury podporowej (strzatki) blaszek oddechowych (BO) oraz
miejscowa ich destrukcja (D).

Po okresie rekonwalescencji w blaszkach oddechowych ryb (Fot. 7 i 8)
obserwowano czesciowe zniszczenie czy przerost nabtonka oddechowego, zwtaszcza
na ich koncach. Naczynia wtosowate blaszek, gtdwnie na ich koncach, byty czesto
rozszerzone i wypetnione krwinkami, w tych tez miejscach uszkodzeniu ulegaty takze
komorki podporowe. Miedzy blaszkami oddechowymi obecny byt duzy naciek

komodrkowy.

Fot. 7. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Rozszerzone korice blaszek (BO), czesciowa
destrukcja nabtonka oddechowego (D) i rozchwiana struktura podporowa(strzatki).
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Fot. 8. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Obrzmienie (strzatki) i uszkodzenie nabtonka
oddechowego blaszek (BO). Rozszerzone i wypetnione elementami morfotycznymi kapilary (K).

TEBUKONAZOL

W skrzelach karpi eksponowanych na tebukonazol po 3. dniach narazenia
(Fot. 9) liczne blaszki oddechowe byty wydtuzone, a ich konstrukcja podporowa -
miejscowo rozchwiana. Konce blaszek oddechowych byty na ogét obrzmiate, a
nabtonek oddechowy w tych miejscach ulegat czesto destrukcji. Miedzy blaszkami
skrzelowymi obecny byt duzy naciek komdrkowy z pojedynczymi komdrkami

chlorkowymi.

|Eow

Fot. 9. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na tebukonazol. Rozchwiana struktura (strzatki) oraz czesciowa destrukcja (D) odcinkéw
koncowych blaszek oddechowych (BO). Obecne pojedyncze komérki chlorkowe (KCH).
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Po 14. dniowej ekspozycji karpi na tebukonazol obserwowano (Fot. 10)
obecnos$¢ ogromnych naciekow komdrkowych pomiedzy blaszkami oddechowymi,
czesto siegajgcych ich wierzchotkéw. Konice blaszek oddechowych ulegty znacznemu

obrzmieniu, a w naczyniach wtosowatych w tych miejscach obecne byty liczne krwinki.

Fot. 10. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 14. dniowej
ekspozycji na tebukonazol. Obrzmiate korice blaszek (BO) z destrukcjg nabtonka oddechowego
(D) i rozszerzonymi kapilarami (K).

Po okresie rekonwalescencji u karpi narazonych na tebukonazol (Fot. 11)
obserwowano w niektérych blaszkach oddechowych uszkodzenie komodrek
nabtonkowych. Na koricach blaszek nabtonek byt wyraznie , postrzepiony”, prowadzgc
do ztuszczania sie komodrek. Pomiedzy blaszkami obecny byt niewielki naciek
komédrkowy, na ktdrego powierzchni zlokalizowaty sie pojedyncze komorki chlorkowe.
W innych blaszkach obserwowano rozchwianie struktury podporowej, silne ztuszczanie
sie uszkodzonego nabtonka oraz obecnos¢ duzych naciekéw komdrkowych pomiedzy

blaszkami oddechowymi.
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Fot. 11. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Obecno$¢ rdézinej wielkosci naciekow
komorkowych (NK) pomiedzy blaszkami (BO). Rozchwiana struktura podporowa blaszek
(strzatka), obrzmienie i destrukcja nabtonka oddechowego (D).
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3.1.2. Obserwacje zmian w ultrastrukturze komorek blaszek
oddechowych skrzeli karpia w transmisyjnym mikroskopie
elektronowym (TEM)

KONTROLA

Obserwowano strukture blaszek oddechowych skrzeli karpi kontrolnych
(Fot. 12 - 14), w ktérej wyrdzniono nabtonek oddechowy, komérki podporowe
tworzace rusztowanie dla cienkiego nabtonka i naczynia wtosowate (kapilary), dzieki
ktéorym odbywa sie wymiana gazowa z otoczeniem. W nabtonku oddechowym komarki
na ogoét scisle do siebie przylegaty. Pomiedzy nimi zlokalizowane byly pojedyncze
komoérki sluzowe w rézinej fazie procesu mukosekrecji, sporadycznie wystepujace
komorki chlorkowe oraz pojedyncze granulocyty. W naczyniach wtosowatych
obserwowano pojedyncze krwinki, gtéwnie erytrocyty. Struktura blaszek oddechowych

tworzyta zwartg catosc.

Fot. 12. Elektronogramy nabtonka oddechowego blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej.
Sciste na ogdt przyleganie do siebie réznych komdrek blaszki. Obecna komérka chlorkowa
(KCH) i granulocyt (G). 9900 x i 8200 x.
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Fot. 13. Elektronogramy nabtonka oddechowego blaszki oddechowej karpi grupy kontrolnej.
A. Komérka $luzowa (KS). 6000 x. B. Komérka chlorkowa (KCH) z licznymi mitochondriami (M).
11500 x.
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Fot. 14. Elektronogram blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej. Widoczne komorki
nabtonkowe (NO) Scisle przylegajace do komorki podporowej (KP) i kapilary (K). 6000 x.

MANKOZEB

Po trzech dniach ekspozycji na mankozeb (Fot. 15 - 16) struktura blaszki
oddechowej karpi ulegta znacznemu rozluznieniu. W rozszerzonych kapilarach obecne
byty obrzmiate, czesto znieksztatcone elementy morfotyczne szczelnie wypetniajgce ich
Swiatto. Pomiedzy komodrkami nabtonkowymi obserwowano liczne komoérki sluzowe

oraz pojedyncze komorki chlorkowe.
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Fot. 15. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowej ekspozycji na mankozeb.
Rozluznienie struktury blaszki. Widoczne: znieksztatcone i ulegajgce fragmentacji komorki
nabtonka oddechowego (NO) oraz komorki podporowe (KP), pojedynczy granulocyt (G)
i rozszerzone kapilary (K) ze zmienionymi patologicznie krwinkami. 8200 x.

Fot. 16. Elektronogram nabtonka oddechowego karpi po 3. dniowej ekspozycji na mankozeb.
W rozluznionej strukturze nabtonka oddechowego (NO) widoczna komdrka $luzowa (KS)
wypetniona wydzieling i neutrofil (N). 8200 x.
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Po 14. dniach ekspozycji na mankozeb u narazonych karpi obserwowano blaszki
oddechowe zaréwno 1z prawidtowg, jak i zmieniong patologicznie strukturg
(Fot. 17 - 18). W wielu miejscach struktura blaszki byta rozluzniona, a liczne komérki
nabtonkowe ztuszczaty sie, tworzac luzno rozmieszczone ich fragmenty w wolnych
przestrzeniach. W pozostatych komérkach obserwowano liczne pecherzyki o réznej
zawartosci, aparat Golgiego oraz nieliczne mitochondria o prawidtowej lub zatartej
strukturze. Wéréd komorek nabtonkowych blaszek oddechowych obecne byty liczne
komorki chlorkowe. W naczyniach wtosowatych widoczne byly zmienione

patologicznie elementy morfotyczne krwi.

Fot. 17. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb.
Rozluznienie struktury blaszki, fragmentacja i ztuszczanie sie komdérek nabtonkowych (NO),
zniszczona komoérka podporowa (KP), rozszerzone kapilary (K) wypetnione zmienionymi
patologicznie krwinkami. 6000 x.
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Fot. 18. Elektronogram nabtonka blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na
mankozeb. Zwarta struktura nabtonka z obecnymi komérkami chlorkowymi (KCH) przy jego
powierzchni oraz granulocytem obojetnochtonnym (G). W komodrce nabtonkowej obecne
pojedyncze pecherzyki z fragmentami organelli (P).6000 x.

Po okresie rekonwalescencji po ekspozycji karpi na mankozeb (Fot. 19 - 20)
obserwowano bardzo réiny stan struktury blaszek oddechowych: prawidfowy i
patologicznie zmieniony. W niektérych blaszkach komaorki nabtonka $cisle przylegaty do
siebie, jednak pojawity sie w nich liczne pecherzyki zawierajgce fragmenty organelli.
Inne blaszki wykazywaty cechy rozluznienia struktury; obecne w nich komadrki nabtonka
miaty zmienione ksztatty i byty oddalone od siebie, a niektére z nich ulegaty destrukcji.

Pomiedzy komérkami nabtonka zlokalizowane byty tez pojedyncze granulocyty.
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Fot. 19. Elektronogramy nabtonka blaszki oddechowej karpi po rekonwalescencji po ekspozycji
na mankozeb. Widoczna zwarta i rozluzniona struktura tkanki, w komaérkach nabtonka obecne
pecherzyki (P), a pomiedzy nimi komérki chlorkowe(KCH). 6000 x.

Fot. 20. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na

mankozeb. Widoczne pojedyncze granulocyty (G) w rozluznionej strukturze nabtonka (NO).
4200 x.
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PROCHLORAZ

Obserwowano miejscami rozluznienie struktury blaszki oddechowej w wyniku
3. dniowe] ekspozycji karpi na prochloraz (Fot. 21 - 22). Nabtonek oddechowy byt
niekiedy odseparowany od komérek podporowych, wskutek czego tworzyty sie wolne
przestrzenie, a w nich obecne byty fragmenty organelli i granulocyty obojetnochtonne.
W nabtonku obserwowano takze komérki sluzowe w rdznej fazie mukosekrecji oraz
pojedyncze komérki chlorkowe. Komorki podporowe byty znieksztatcone wskutek
ucisku na nie silnie rozszerzonych kapilar. W naczyniach tych byty liczne, zwykle

obrzmiate erytrocyty.

Fot. 21. Elektronogram nabtonka blaszki oddechowej karpi po 3. dniowej ekspozycji na
prochloraz. W rozluznionej strukturze nabtonka oddechowego (NO) obecne komoérki sluzowe
(KS) w réznej fazie tworzenia $luzu. 4200 x.
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Fot. 22. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowej ekspozycji na prochloraz.
Rozluznienie struktury blaszek, miejscowe odstawanie komdrek nabtonka oddechowego (NO)
od rusztowania podporowego. Zmienione patologicznie i przemieszczone komorki podporowe
(KP). Silnie rozszerzone kapilary (K) z licznymi, obrzmiatymi i prawidtowymi erytrocytami (E).
2550 x i 6000 x.

Po 14. dniowej ekspozycji karpi na prochloraz (Fot. 23 - 24) w blaszkach
oddechowych obserwowano miejsca rozluznienia struktury oraz z prawidtowg, zwartg
budowa. Do miejscowych zmian struktury blaszek przyczynity sie rozszerzone naczynia
wiosowate wymuszajgce na otaczajacych je komdrkach zmiany ich ksztattu
i przesuwanie sie w ramach struktury blaszki. Pomiedzy komdrkami nabtonkowymi
blaszek obecne byty liczne komorki $Sluzowe, granulocyty i pojedyncze komorki

chlorkowe. Naczynia wtosowate byty wypetnienie czesto obrzmiatymi erytrocytami.
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Fot. 24. Elektronogram nabtonka oddechowego karpi po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz.
Zwarta struktura nabtonka (NO); pomiedzy komdrkami liczne komérki $luzowe (KS) w réznym
stadium tworzenia $luzu. 2550 x.

Po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz (Fot. 25 - 26)
w blaszkach oddechowych obserwowano miejsca zaréwno o wyraznym, jak
i umiarkowanym rozluznieniu struktury. W wielu komérkach nabtonkowych obecne
byty pecherzyki. Niekiedy obserwowano tez ich ztuszczanie. Pomiedzy komodrkami
nabtonka obecne byly pojedyncze granulocyty oraz nieliczne komérki sluzowe. Licznie

natomiast wystepowaty komorki chlorkowe. Obecne w nich mitochondria byty bardzo
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zréznicowane pod wzgledem struktury; w niektorych byta ona prawidtowa, inne

wykazywaty zatarcie struktury wewnetrzne;.

Fot. 25. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Silnie wyrazone i umiarkowane rozluznienie struktury, destrukcja pojedynczych
komarek nabtonkowych (D). 9900 x i 6000 x.

Fot. 26. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. W komoérkach chlorkowych widoczne aparaty Golgiego (AG) wraz z pecherzykami i
mitochondriami (M) o prawidtowe;j i zatartej strukturze. 16500 x i 9900 x.
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TEBUKONAZOL

U karpi po 3. dniach ekspozycji na tebukonazol (Fot. 27 - 28) obserwowano
miejscowe rozluznienie struktury blaszek oddechowych. Rozszerzone naczynia
wiosowate wciskaty sie pomiedzy komorki podporowe doprowadzajgc do naruszenia
konstrukcji podporowej blaszki. Pomiedzy komdrkami nabtonka oddechowego
wystepowaty liczne  komorki  sluzowe, chlorkowe, a takie granulocyty
obojetnochtonne. W naczyniach obecne byty silnie obrzmiate elementy morfotyczne,

a niektdre z nich posiadaty poszerzong przestrzen okofojadrowa.

Fot. 27. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowe] ekspozycji na tebukonazol.
Rozluznienie struktury blaszek, obecny w nabtonku granulocyt (G) oraz komérka $luzowa (KS),
rozszerzone i wypetnione krwinkami kapilary (K) rujnujgce strukture podporowa blaszki
oddechowej. 6000 x i 4200 x.
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Fot. 28. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 3. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Zwarta struktura nabtonka oddechowego (NO). Rozszerzone i potfaczone kapilary (K) z

obecnymi w nich prawidtowymi i zmienionymi patologicznie erytrocytami (E). 2550 x.

Po 14. dniach eskpozycji karpi na tebukonazol (Fot. 29 - 30) obserwowano
najczesciej zwartg budowe blaszek oddechowych, z nielicznymi miejscami jej
rozluznienia. W nabftonku oddechowym licznie wystepowaty komoérki sluzowe
i chlorkowe. Swiatto naczyn wiosowatych byto najczesciej szczelnie wypetnione

obrzmiatymi elementami morfotycznymi.

Fot. 29. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po 14. dniowej ekspozycji na
tebukonazol. Zwarta struktura nabtonka (NO), obecne granulocyty (G), pojedyncza komérka
$luzowa (KS) oraz komérka chlorkowa (KCH). 6000 x.
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Fot. 30. Elektronogram blaszki oddechowe] karpi po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Rozszerzone i szczelnie wypetnione elementami morfotycznymi kapilary (K) otoczone zwartym
nabtonkiem oddechowym (NO). 6000 x.

Po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol (Fot. 31) w blaszkach
oddechowych karpi obserwowano na ogét zwartg ich strukture. Pomiedzy komérkami
nabtonka oddechowego obecne byly liczne komérki $luzowe i granulocyty oraz
pojedyncze komérki chlorkowe. Obserwowano rozszerzenie naczyn wtosowatych
z obecnymi w nich obrzmiatymi erytrocytami. Wokoét jader komédrkowych erytrocytéw
notowano poszerzong przestrzen. Wskutek tak silnego rozszerzenia naczyn konstrukcja

podporowa blaszki byta nieco rozchwiana.



Fot. 31. Elektronogramy: blaszki oddechowej i nabtonka karpi po rekonwalescencji po
ekspozycji na tebukonazol. Tkanka nabtonkowa (NO) o zwartej budowie, z licznymi
granulocytami (G), komdrkami $luzowymi (KS) i chlorkowymi (KCH). Kapilary (K) silnie
rozszerzone i wypetnione obrzmiatymi erytrocytami (E). 4200 x.

3.1.3. Obserwacje zmian w ultrastrukturze komorek listow
oddechowych karpia w skaningowym mikroskopie elektronowym
(SEM)

KONTROLA

Na listku skrzelowym karpi grupy kontrolnej (Fot. 32 - 34) obserwowano liczne
blaszki oddechowe, ktére byty rozmieszczone od nasady listka skrzelowego az do jego
czesci koncowej (dystalnej). Blaszki oddechowe zmniejszaty sie wraz z odlegtoscig od
nasady listka skrzelowego (czes¢ proksymalna), a przestrzenie pomiedzy nimi malaty az
do catkowitego zaniku w jego czesci dystalnej. Powierzchnia blaszek pokryta byta
nabtonkiem o komdrkach duzych, podtuznych, wielokatnych, na ktérej obecne byty
mikrofatdy (Fot. 33). Nieco odmienny byt wyglad ,bocznej” powierzchni listka
skrzelowego. Obecny tu nabtonek sktadat sie gtdwnie z komdrek PVC (pavement cell),

petnigcych funkcje gtéwnie osmoregulacyjng. PVC obserwowano jako komérki ptaskie,
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szerokie, wielokatne. Ich powierzchnia pokryta byta charakterystycznym wzorem
mikrofatd (Fot. 34). Pomiedzy komérkami PVC obecne byty komorki sluzowe w réznej
fazie wydzielania. Komorki s$luzowe rzadko natomiast wystepowaty w nabtonku

oddechowym.

Fot. 32. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia grupy kontrolnej. A
Utozenie blaszek oddechowych (BO) na listku skrzelowym (PVC). 500 x. B. Widoczne komarki
nabtonka oddechowego (NO) i komodrki PVC powierzchni bocznej. Niewielkie nacieki
komadrkowe (NK) pomiedzy blaszkami oddechowymi. 1500 x.
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Fot. 33. Fragment blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej. Widoczne komérki nabtonka
oddechowego (NO) z ich charakterystycznymi mikrofatdami. 5000 x.

Fot. 34. Komérki PVC nabtonka bocznej powierzchni listka skrzelowego karpia grupy kontrolne;j.
Charakterystyczny uktad mikrofatd na ich powierzchni. Niewielkie ilosci $luzu na nabtonku (S).
3500 x.
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MANKOZEB

3. dniowa ekspozycja karpi na mankozeb (Fot. 35 - 36) byta przyczyng
pogrubienia blaszek oddechowych, co przyczynito sie do zmniejszenia lub braku
przestrzeni miedzyblaszkowych. Zaobserwowano rowniez wzmozong wydzielniczo$é

$luzowa.

Fot. 35. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniach ekspozycji
na mankozeb. Pogrubione blaszki oddechowe (BO) i zmniejszone przestrzenie
miedzyblaszkowe. Blaszki oddechowe pokryte duzg iloscig $luzu (S). 750 x.
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Fot. 36. Fragment blaszki oddechowej karpia po 3. dniach ekspozycji na mankozeb. W

komadrkach nabtonkowych widoczne miejsca obrzmienia (O), utraty mikrofatd i sfatdowania
bton komaérkowych. 3500 x.

Po 14. dniach ekspozycji na mankozeb (Fot. 37 - 39) obserwowano pogtebiony,
w stosunku do badania poprzedniego, proces obrzmienia komdrek nabtonka
oddechowego, manifestujgcy sie zwiekszaniem rozmiaréw komorek i catkowitym
brakiem mikrofatd (Fot. 37). Jedne komodrki miaty bardzo ptasky, wyciggnietg
powierzchnie, inne fatdowaty sie. W wyniku wyzej opisanych zmian, koniec blaszek
oddechowych byt wyraznie wydtuzony, a cata blaszka ulegata falowaniu (Fot. 38). W
komérkach PVC znajdujacych sie na powierzchni bocznej listka skrzelowego
zaobserwowano stopniowe zaburzenie wzoru mikrofatd oraz zapadanie sie komérek w

strukturze nabtonka (Fot. 39).
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Fot. 37. Blaszki oddechowe karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Zmienione
patologicznie komérki nabtonkowe: z nielicznymi lub pozbawione mikrofatd, o zwiekszonych
rozmiarach, ptaskie lub ze sfatdowang i wygrzbiecong powierzchnig (strzatki). 750 x.

. by L b e /£ A% .
Fot. 38. Fragment blaszki oddechowej karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Rézny
stopien obrzmienia komérek nabtonka (O). 5000 x.
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Fot. 39. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniowej ekspozycji na
mankozeb. Zapadanie sie i wygrzbiecanie powierzchni komérek PVC w skutek ich obrzmienia
(0). Niewielkie zaburzenie uktadu mikrofatd. 3500 x.

Po okresie rekonwalescencji karpi (Fot. 40 - 42) obserwowano dalsze
obrzmienie i wydtuzanie komdrek nabtonkowych, co przektadato sie na dalsze
wydtuzanie koncéw blaszek oddechowych (Fot. 40). Na powierzchni bocznej listka
skrzelowego liczne komorki PVC byty obrzmiate, wskutek czego niektére komorki
zapadaty sie, a inne ulegaty wygrzbieceniu, co tworzyto nieréwng powierzchnie catego
nabtonka (Fot. 42). Pomiedzy komdrkami PVC, szczegdlnie w bezposrednim sgsiedztwie
podstaw blaszek oddechowych, obecne byty liczne komérki Sluzowe bedgce w rdzne

fazie aktywnosci mukosekrecyjnej (Fot. 41).
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Fot. 40. Blaszki oddechowe karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb.
Zréznicowany ksztatt komorek nabtonka oddechowego (NO) z rézinym stopniem utraty
mikrofatd. 1500 x.

Fot. 41. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na mankozeb. Pole mukosekrecyjne z licznymi komérkami §luzowymi (KS). 350 x.
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Fot. 42. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na mankozeb. Pofatdowana powierzchnia komdrek PVC. 3500 x.

PROCHLORAZ

Po 3. dniach ekspozycji karpi na prochloraz (Fot. 43 - 44) obserwowano
zaburzenia w strukturze blaszek oddechowych. Byty one obrzmiate i zlewaty sie ze
sobg, a dodatkowo do ich zlewania przyczyniaty sie obecne miedzy nimi nacieki

komérkowe. Obserwowano takze wzmozong mukosekrecje.
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Fot. 43. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniach ekspozycji
na prochloraz. Obecno$¢ duzych naciekdw komodrkowych (NK) miedzy blaszkami (BO) i
catkowity brak przestrzeni miedzyblaszkowych. 350 x.

Fot. 44. Blaszki oddechowe karpia po 3. dniach ekspozycji na prochloraz. Obecny $luz (S)
pokrywajgcy blaszki (BO). 750 x.
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14. dniowa ekspozycja karpi na fungicyd (Fot. 45 - 47) spowodowata
pogtebienie wyzej opisanych zmian patologicznych. Korice blaszek oddechowych byty
wyraznie wydtuzone, a cata blaszka ulegata falowaniu (Fot. 45). Pomiedzy nimi obecne
byty nacieki komdrkowe. Zmienita sie tez struktura nabtonka bocznej powierzchni listka
skrzelowego. W wielu miejscach niektére komorki PVC zapadty sie, a inne ulegty
wygrzbieceniu. Zmienit sie takze charakterystyczny wzoér mikrofatd na ich powierzchni

(Fot. 46). Obserwowano réwniez wzmozong aktywnos$é mukosekrecyjng (Fot. 47).

Fot. 45. Blaszki oddechowe karpia po 14. dniach ekspozycji na prochloraz. Wydtuzone korice
blaszek; zréinicowane ksztatty i wielko$¢ komdrek nabtonka oraz obecnos¢ w nich
pojedynczych mikrofatd lub ich brak (NO). 1000 x.
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Fot. 46. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
prochloraz. Pofatdowana powierzchnia nabtonka i rézne ksztatty komaérek PVC. 3500 x.

Fot. 47. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
prochloraz. Liczne komérki $luzowe (KS) u podstaw blaszek oddechowych (BO) w réinej fazie
aktywnosci mukosekrecyjnej. 1000 x.

Po okresie rekonwalescencji obserwowano (Fot. 48 - 50) wystepowanie wyzej
opisanych zmian patologicznych, wskutek ktdrych zaburzeniu ulegta struktura listka

skrzelowego.
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Fot. 48. Blaszki oddechowe karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Obrzmiate i lekko falujgce sie blaszki (BO) oraz obecne na nich powiekszone, ptaskie i
pozbawione mikrofatd komérki nabtonka oddechowego (strzatki). 750 x.
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Fot. 49. Fragment listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Granica pomiedzy podstawg blaszek oddechowych (BO) i powierzchnig boczng
listka. Widoczny naciek komorkowy (NK) miedzy blaszkami oraz ptaskie, pozbawione mikrofatd
komérki PVC. 2000 x.
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Fot. 50. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na prochloraz. Rézne potozenie komérek PVC w strukturze nabtonka. 5000 x.

TEBUKONAZOL

Po 3. dniach ekspozycji karpi na tebukonazol (Fot. 51 - 52) obserwowano
zaburzenie struktury blaszek oddechowych, zwtaszcza na ich koricach. Znajdujace sie w
tych  miejscach  komérki  nabtonkowe byly powiekszone, pozbawione
charakterystycznych mikrofatd, z czesto pofatdowang btong komérkowsa. Pomiedzy
blaszkami oddechowymi widoczne byty niewielkie nacieki komérkowe. Liczne komorki
PVC w strukturze nabtonka powierzchni bocznej listka skrzelowego zapadty sie

przyczyniajac sie do wytworzenia nierdwnej powierzchni nabtonka.



Fot. 51. Blaszki oddechowe karpia po 3. dniach ekspozycji na tebukonazol. A. Obrzmiate korice
niektérych blaszek (BO) oraz obecne przestrzenie miedzyblaszkowe. 1000 x. B. Zrdznicowana
powierzchnia komdrek nabtonka oddechowego (NO) i pofatdowanie ich bton komdrkowych
(BK). 5000 x.

Fot. 52. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 3. dniach ekspozycji na
tebukonazol. Wgtebione komdrki PVC proksymalnej czesci listka. 5000 x.
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Dalsza ekspozycja (14. dniowa) karpi (Fot. 53 - 54) pogtebita wczesniej
obserwowane zmiany. Blaszki oddechowe byty bardziej wydtuzone na ich korcach, a
niektére komérki nabtonkowe ulegly rozciggnieciu i utracity charakterystyczne
mikrofatdy, stajgc sie komdrkami ptaskimi. Powierzchnia boczna z komdrkami PVC
ulegta w miejscach oddalonych od blaszek pofatdowaniu wskutek zapadania sie i
wygrzbiecania komdrek. W okolicy podstawy blaszek oddechowych komérki PVC byty
na ogodt ptaskie i pozbawione charakterystycznego wzoru mikrofatd, z pofatdowana

czesto btong komdrkowsa.

blaszek (BO), zmienione ksztatty komdrek nabtonkowych i brak w nich charakterystycznych
mikrofatd. 750 x.
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Fot. 54. Fragmenty powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
tebukonazol. A. Rézne potozenie komdrek PVC w strukturze nabtonka oddalonego od blaszek.
B. Rézny wyglad komodrek PVC w okolicy podstawy blaszek oddechowych oraz utrata
charakterystycznego wzoru mikrofatd. 3500 x.

Przetrzymywanie ryb w czystej wodzie (okres rekonwalescencji) nie przyczynit
sie do poprawy obrazu histopatologicznego skrzeli karpia (Fot. 55 - 56). Obserwowane
po okresie ekspozycji zmiany patologiczne w tkance skrzelowej utrzymywaty sie.
Komodrki nabtonkowe blaszek oddechowych wydtuzyty sie, a ich powierzchnia

rozprostowata. Miejscami zaobserwowano réwniez przerwanie ciggtosci ich bfon.



wyniki R

Mikrofatdy na powierzchni komérek PVC bocznej powierzchni listka w wiekszosci

zachowaly sie, jednak niektére komadrki zapadaty sie w strukturze nabtonka.

Fot. 55. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. A. Wydtuzone korce i nieznaczne sfatdowanie
blaszek oddechowych (BO). 350 x. B. Sfatdowanie powierzchni komérek nabtonka

oddechowego (NO), brak mikrofatd. 3500 x.
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Fot. 56. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na tebukonazol. Komarki PVC z charakterystycznymi mikrofatdami, nieznaczne
roznice w potozeniu komorek w strukturze nabtonka. 5000 x.
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3.1.4. Obserwacje zmian histopatologicznych w waqtrobotrzustce karpia
w mikroskopie swietinym (LM)

KONTROLA

W skrawkach potcienkich (Fot. 57 - 58) obserwowano beleczkowg strukture
watroby karpi grupy kontrolnej. Komérki watrobowe $cisle do siebie przylegaty. W
migzszu znajdowaty sie duze naczynia krwionosne, a czasem zaznaczaty sie naczynia
sinusoidalne (Fot. 57). Miejscami, w okolicy okotonaczyniowej notowano pojedyncze
komorki melanomakrofagowe (MM). W migzszu watroby zlokalizowane byty takze

wyspy trzustkowe, a w ich pecherzykach wydzielniczych nieliczne ziarna zymogenu.

Wyspy trzustkowe wraz z migzszem watroby tworzyty zwartg catos¢ (Fot. 58).

Fot. 57. Watroba karpia grupy kontrolnej. Widoczna budowa komdrkowa, duze naczynie
krwionosne (NK) oraz naczynia sinusoidalne (NS). 400 x.
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Fot. 58. Wyspa trzustkowa (T) w migzszu watroby karpia grupy kontrolnej. W pecherzykach
wydzielniczych ziarna zymogenu (ZZ). 200 x.

MANKOZEB

Ekspozycja (14. dniowa) karpi na mankozeb byta przyczyng zmian
patomorfologicznych w watrobotrzustce (Fot. 59). W badanych fragmentach narzadu
obserwowano na ogét prawidtowg budowe beleczkowy, a komérki przylegaty do
siebie. Miejscowo, zwtaszcza w okolicy duzych naczyn krwionosnych struktura watroby
i trzustki byta zatarta. Obserwowano tez przekrwienie narzadu, czego efektem byty
widoczne naczynia sinusoidalne, gesto wypetnione krwinkami. Zaznaczyt sie proces
niewielkiego odseparowania trzustki od watroby w przypadku pojedynczych wysp.
Komorki pecherzykowe trzustki byty wypetnione licznymi ziarnami zymogenu.
Ogniskowo, zwtaszcza w miejscach lokalizacji skupisk komdrek MM tworzyty sie centra
komdrek melanomakrofagowych (CMM) i w tych miejscach struktura trzustki byta

zatarta.

Po okresie rekonwalescencji obserwowano (Fot. 60) réznobarwliwos¢ narzadu i
poczatkowy etap procesu wakuolizacji w komdrkach watrobowych. Przekrwienie
narzadu, obserwowane po okresie ekspozycji, pogtebito sie. Wyraznie zwiekszyta sie
tez ilos¢ i wielkos¢ komérek MM, ktére tworzyty rozlegte centra w catym narzadzie i

skupiaty sie, podobnie jak po okresie ekspozycji, w poblizu naczyn krwionosnych.
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Fot. 59. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Widoczna zwarta
budowa komérkowa czesci watrobowej i trzustkowej. W czesci watrobowej rozszerzone
naczynia sinusoidalne (NS) oraz miejscowe zatarcie jej struktury (Z). Wyspa trzustkowa (T)
ogniskowo oddzielona od czesci watrobowej, z widocznym naczyniem krwionosnym (NK),
pecherzykami wydzielniczymi z licznymi ziarnami zymogenu (ZZ) oraz miejscowe zatarcie
struktury trzustki i duze CMM. 400 x.

Fot. 60. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. W
czesci watrobowej widoczne komérki MM i CMM oraz wakuole (W). Réznobarwliwosé
narzadu. 400 x.
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PROCHLORAZ

14. dniowa ekspozycja karpi na prochloraz spowodowata zmiany patologiczne w
watrobotrzustce badanych karpi (Fot. 61 - 62). Zanotowano ogniskowe zatarcie
struktury komérkowej, zwtaszcza w okolicy naczyn krwionos$nych. W komodrkach
watrobowych zaznaczyt sie proces wakuolizacji. Naczynia sinusoidalne byly wyraznie
poszerzone (Fot. 61). Obserwowano oddzielenie wysp trzustkowych od migzszu

watroby. W trzustce obecne byty skupiska komérek MM i w tych miejscach struktura

narzadu byta zatarta (Fot. 62).

Fot. 61. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Rozszerzenie naczyn
sinusoidalnych (NS), miejscowe zatarcie struktury komérkowej (Z) i liczne wakuole (W) w
migzszu watroby. 400 x.

Fot. 62. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Przekrwienie
narzadu. Oddzielenie wyspy trzustkowej (T) od migzszu watroby, miejscowe zatarcie struktury
watroby i trzustki (Z). Pecherzyki wydzielnicze z licznymi ziarnami zymogenu (ZZ) i CMM w
trzustce. 400 x.
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Po okresie rekonwalescencji (Fot. 63) czes¢ watrobowa i trzustkowa wyraznie
oddzielity sie. Pogtebito sie przekrwienie narzagdu, w wyniku czego widoczne byly
naczynia sinusoidalne i wieksze naczynia krwionosne, wszystkie wypetnione
elementami morfotycznymi. W okolicy duzych naczyn krwiono$nych obserwowano

zatarcie struktury watroby i trzustki. Pecherzyki wydzielnicze trzustki byty gesto

wypetnione ziarnami zymogenu. Obecne tez byty CMM.

Fot. 63. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Przekrwienie narzadu i oddzielenie wyspy trzustkowej od migzszu watroby. Ogniskowe zatarcie
struktury watroby i trzustki (Z). Duze CMM w trzustce. 400 x.

TEBUKONAZOL

Zaobserwowano zmiany histopatologiczne w watrobotrzustce karpi w wyniku
intoksykacji tebukonazolem (Fot. 64). 14. dniowa ekspozycja ryb na fungicyd
spowodowata nieznaczne przekrwienie narzadu i miejscowq destrukcje hepatocytow.
Przy naczyniach krwionosnych i przewodach zéfciowych obecne byty komdrki MM
tworzgce CMM. Obserwowano réwniez wyrazne oddzielenie wysp trzustkowych od

migzszu watroby.
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Fot. 64. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol. Oddzielenie wyspy
trzustkowej (T) od migzszu watroby, ogniskowa destrukcja hepatocytow i komorek trzustki (D).
Naczynie krwionosne trzustki wypetnione krwinkami (NK) i obecne pojedyncze CMM. 400 x.

Po okresie rekonwalescencji (Fot. 65) obserwowano w watrobie rozszerzenie
naczyn sinusoidalnych oraz réznobarwliwo$é¢ i proces wakuolizacji w komdrkach.
Wyspy trzustkowe oddzielity sie od migzszu watroby. W trzustce obecne byty CMM
zlokalizowane w miejscach zatarcia struktury. W pecherzykach wydzielniczych

obserwowano liczne ziarna zymogenu.
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Fot. 65. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol.
Oddzielenie wyspy trzustkowej (T) od migzszu watroby. W migzszu narzadu widoczne
rozszerzone naczynia sinusoidalne (NS), wakuole (W) oraz miejsca zatarcia struktury (Z); CMM
w trzustce. 400 x.
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3.1.5. Obserwacje zmian w ultrastrukturze hepatocytow karpia w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM)

KONTROLA

Obserwowana struktura hepatocytéw ryb kontrolnych byta prawidtowa (Fot. 66
- 67). Jadra komorkowe byty okragte lub owalne, o regularnych obrysach, z duzymi
jaderkami. Liczna RER  wykazywata regularny przebieg wokét jagdra komoérki i
mitochondriéw (Fot. 66). Mitochondria byly na ogét prawidtowe, o owalnym lub
rzadziej pateczkowatym ksztatcie i z wyraznymi grzebieniami (Fot. 67). Aparat Golgiego
zlokalizowany byt gtéwnie hepatocytach okolicy kanalikéw zétciowych, a wokdt niego
zlokalizowane byty pecherzyki. Obserwowano takze liczne ziarna glikogenu w

cytoplazmie.

Fot. 66. Elektronogram hepatocytu karpia grupy kontrolnej: centralnie utozone jadro
komodrkowe (JK) otoczone RER. Liczne mitochondria (M) z grzebieniami, aparat Golgiego i
pecherzyki wydzielnicze (AG). oraz bardzo liczne ziarna glikogenu (G). 7000 x.
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Fot. 67. Elektronogram hepatocytéw karpia grupy kontrolnej: pole sitowe (PS) z

mitochondriami (M) i RER. 9900x.

MANKOZEB

Ekspozycja (14. dniowa) karpi na mankozeb spowodowata zmiany ultrastruktury
hepatocytow. Obserwowane mitochondria byly silnie obrzmiate, z zatartg strukturg
wewnetrzng. W cytoplazmie zgromadzone byly bardzo liczne ziarna glikogenu,

miejscami spychajgce organella ku jgdru komdrkowemu (Fot. 68).



Fot. 68. Elektronogram hepatocytu karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Widoczne
jadro komoérki z nieprawidtowo rozmieszczong chromatyng (JK), obrzmiate i z zatartg strukturg
mitochondria (M) oraz rozfragmentowana miejscami RER . Liczne ziarna glikogenu (G). 5600 x.

Hepatocyty karpi po okresie rekonwalescencji przedstawiaty bardzo
zrdéznicowany obraz (Fot. 69 - 70). Niektore z nich miaty prawidtowa strukture: jadro
komdrkowe o prawidtowym ksztatcie, otoczone RER oraz licznymi i o prawidtowe;j
strukturze mitochondriami. W innych komérkach wystepowaty wyrazne zmiany
patologiczne. Manifestowaty sie one nieprawidtowymi ksztattami jader komérkowych i
zatartg strukturg mitochondridow. W cytoplazmie hepatocytéow obecne byty pecherzyki
o zréznicowanej zawartosci lub o jednorodnej gestosci elektronowej. Dla wszystkich
obserwowanych hepatocytéw charakterystyczny byt rozrost RER oraz liczniejszy, w
odniesieniu do kontroli i badania poprzedniego, aparat Golgiego. W niektérych

aparatach Golgiego obserwowano poszerzenie przestrzeni miedzy btonami cystern.
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Fot. 69. Elektronogram hepatocytu karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
mankozeb: widoczne prawidtowe jagdro komaérkowe (JK), mitochondria (M) z réznym stopniem
zatarcia struktury, krétkie fragmenty RER, pecherzyki o zréznicowanej zawartosci (P), aparat
Golgiego (AG) z licznymi cysternami przy polu sitowym (PS). 8000 x.

Fot. 70. Elektronogram hepatocytdw karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
mankozeb - liczna i pofragmentowana RER z ogniskowo rozmytg strukturg (Z) i poszerzonymi
przestrzeniami miedzy btonami, nieprawidtowe jagdro komérkowe (JK) oraz mitochondria (M)
prawidtowe i o zmienionej strukturze , ciemne elektronowo pecherzyki (P). 11500x.
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PROCHLORAZ

Po 14. dniach ekspozycji na prochloraz zaobserwowano zmiany w
ultrastrukturze hepatocytéw karpi (Fot. 71). W cytoplazmie bardzo gesto
rozmieszczone byty ziarna glikogenu, ktére spychaty obecne w komdrce organella ku
jadru komorki. Cytoplazma hepatocytéow byta zubozona w organella, w poréwnaniu do
kontroli. Obserwowane mitochondria byty w wiekszosci obrzmiate, o zatartej, a
niekiedy zniszczonej strukturze. Prawidtowe mitochondria wystepowaty sporadycznie.
RER znajdowata sie w poblizu jgdra komdrkowego i przy pojedynczych mitochondriach,
i byta pofragmentowana oraz niekiedy pozbawiona rybosomdw. Przestrzenie miedzy
btonami siateczki byty czesto poszerzone. Obserwowano tez miejsca zatarcia struktury

RER.

Po okresie rekonwalescencji (Fot. 72) w hepatocytach karpi nadal obecne byty
liczne ziarna glikogenu. Obserwowano bardzo zrdéznicowany stan mitochondridw.
Niektére posiadaty czesciowo zachowang strukture, a cze$ciowo zatartg. RER otaczata
jadro komdrkowe i mitochondria niekiedy w sposdb regularny, a czesto, wskutek jej
fragmentacji - nieregularny. Miejscami obserwowano poszerzenie przestrzeni
pomiedzy btonami RER. W hepatocytach pojawity sie niekiedy miejsca elektronowo

jasne jako skutek lizy cytoplazmy.
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Fot. 71. Elektronogramy hepatocytéw karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. A.
Widoczne jadro komdrkowe (JK) z jasng elektronowo chromatyng, liczne ziarna glikogenu (G),
pofragmentowana RER w okolicy jadra komdrkowego i mitochondriéw. Mitochondria z zatartg
strukturg 10000 x; B. Mitochondria (M) obrzmiate i z uszkodzong strukturg. 14000 x.



WYNIKI

Fot. 72. Elektronogram hepatocytu karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Widoczne: obrzmiate mitochondria (M), z zatartg lub destrukcjg struktury
wewnetrznej, fragmentacja RER i jej odstawanie od mitochondriéw, ogniskowa liza cytoplazmy
(L), pecherzyk o zréznicowanej zawartosci (P), liczne ziarna glikogenu (G). 18000 x.

TEBUKONAZOL

Ekspozycja (14. dniowa) na tebukonazol spowodowata wystgpienie wyraznych
zmian patologicznych w hepatocytach badanych karpi (Fot. 73). Obserwowane jadra
komodrek byty zaréwno prawidtowe, jak i liczne - o nieprawidtowym ksztatcie oraz
zaburzonym uktadzie chromatyny. Proces segregacji cytoplazmy byt przyczyng
skupiania sie organelli w poblizu jadra komodrkowego, a pozostata czes¢ cytoplazmy
hepatocytu byta jasniejsza elektronowo. W hepatocytach obserwowano ziarna
glikogenu, rozfragmentowang RER, mitochondria o prawidtowej i zatartej strukturze.
Obecne byly takze liczne pecherzyki o zrdinicowanej zawartos$ci oraz pojedyncze

krople ttuszczu.



Fot. 73. Elektronogramy hepatocytéw karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Widoczne: prawidtowe i nieprawidtowe jagdra komdrkowe (JK) i mitochondria (M), zubozenie
cytoplazmy w organella, krople ttuszczu (T) i pecherzyki o zréznicowanej gestosci elektronowej
i zawartosci (P). 8000 x.

Po okresie rekonwalescencji w hepatocytach karpi obserwowano zmiany ich
ultrastruktury (Fot. 74). Obecne w nich mitochondria miaty na ogét zatartg strukture i
otoczone byty nieliczng i w wielu miejscach pofragmentowang RER. Obserwowano tez

struktury charakterystyczne dla komérek melanomakrofagowych.
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Fot. 74. Elektronogramy hepatocytéw karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
tebukonazol. A. Widoczne prawidtowe jadro komdrkowe (JK), mitochondria (M) z zatartg
strukturg, pofragmentowana RER. 12500 x; B. Komérki MM tworzgce CMM. 8000 x.
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3.1.6. Obserwacje zmian histopatologicznych nerki tutowiowej karpia w
mikroskopie swietinym (LM)

KONTROLA

Obserwowano na ogot prawidtowg strukture nerki tutowiowej karpia, zaréwno
czesci wydalniczej, jak i krwiotwodrczej (Fot. 75). W czeSci wydalniczej nabtonek
kanalikéw nerkowych charakteryzowat sie zwartg budowa. Sporadycznie Swiatto
niektérych kanalikdw wypetniat ptyn i wtedy ich struktura byta nieznacznie zatarta.
Pomiedzy kanalikami nerkowymi, w zrebie tgcznotkankowym zlokalizowana byta
tkanka krwiotwdrcza ze $cisle obok siebie lezagcymi komdérkami hematopoetycznymi.
Miejscami wystepowaty w tkance komodrki melanomakrofagowe (MM): w formie
rozproszonej lub skupisk, zwykle w okolicy ktebuszkdw nerkowych i naczyn

krwionos$nych.

Fot. 75. Nerka tutowiowa karpia grupy kontrolnej. Czes¢ wydalnicza z kanalikami nerkowymi
(KN) i czes$¢ krwiotworcza (TK) z komorkami hematopoetycznymi. Obecne pojedyncze komaorki
MM.
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MANKOZEB

W nerce tutowiowej karpi, w wyniku 14. dniowej ekspozycji na mankozeb (Fot.
76), obserwowane komérki nabtonkowe kanalikow nerkowych byty czesto obrzmiate,
wskutek czego ich swiatto bylo zmniejszone, a czasem nieobecne. W kanalikach ze
Swiattem obecny byt czesto ptyn. Struktura kanalikéw zbiorczych byta wielokrotnie
zatarta. Wokét niektérych kiebuszkéw i kanalikéw nerkowych obserwowano niewielki
naciek komoédrkowy. Cze$¢ krwiotwdrczg nerki tutowiowej eksponowanych ryb

charakteryzowato luzne utkanie zrebu facznotkankowego. Miejscami obecne byty w

tkance komoérki MM.
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Fot. 76. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Obrzmienie komérek
nabtonkowych kanalikdw nerkowych (KN) i ptyn w ich swietle, wypetnione elementami
morfotycznymi ciatka nerkowe (CN) i miejscowo uszkodzona torebka Bowmana. Luzne utkanie
czesci krwiotwdrczej (TK) i obecnosé w niej komdrek MM.

Po okresie rekonwalescencji (Fot. 77 - 78) obserwowano w dalszym ciggu silne
obrzmienie komdédrek nabtonkowych kanalikdbw nerkowych, co powodowato
zmniejszenie lub brak swiatta w ich wnetrzu. W swietle kanalikow ze Swiattem obecny
byt ptyn. Pojedyncze kanaliki ulegaty destrukcji. Wokdt niektérych kanalikéw
nerkowych utworzyt sie naciek komodrkowy. Pomiedzy kanalikami nerkowymi
obserwowano rozplem tkanki krwiotwdrczej i jednoczesnie ogniskowe rozluznienie
struktury jej podscieliska (Fot. 77). W tkance krwiotwdrczej obecne byty tez pojedyncze
ciata szkliste i liczne, pojedyncze komérki MM czy utworzone z nich rozlegte centra

(CMM) (Fot. 78).
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Fot. 77. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb.
Kanaliki nerkowe (KN): z obrzmiatymi komdérkami nabtonka i swiattem wypetnionym ptynem z
uszkodzong strukturg oraz otoczone naciekiem komdérkowym (NK). Silny rozplem tkanki
krwiotwadrczej (TK), obecne w niej komarki MM.

Fot. 78. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb:
centrum melanomakrofagowe (CMM) oraz ciata szkliste (CS) w czesci krwiotwérczej (TK).
Ogniskowe rozrzedzenie podscieliska facznotkankowego tkanki krwiotworczej.
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PROCHLORAZ

W nabtonku kanalikéw nerkowych karpi eksponowanych (14 dni) na prochloraz
(Fot. 79) obserwowano silne obrzmienie komérek nabtonka, wskutek czego niektére
komorki ulegty uszkodzeniu, a liczne kanaliki pozbawione byty swiatta. Kiebuszki
nerkowe nie posiadaty wyraznej granicy, a w pojedynczych miejscach torebka
Bowmana ulegta przerwaniu. W tkance krwiotwdrczej obecne bylty CMM oraz ciata

szkliste, a jej podscielisko tgcznotkankowe w wielu miejscach wykazywato cechy

rozluznienia struktury.

Fot. 79. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Kanaliki nerkowe z
zatartg lub zniszczong strukturg nabtonka i Swiattem wypetnionym ptynem (KN). Ciatka
nerkowe (CN): obrzmiate, z uszkodzong torebkag Bowmana. Miejscowe rozluznienie
podscieliska tkanki krwiotworczej (TK) i obecne w niej ciata szkliste (CS) oraz duze CMM.

Po okresie detoksykacji (Fot. 80) struktura nabtonka kanalikéw nerkowych byta
zatarta, a Swiatto wielu kanalikdw wypetniat ptyn. W ciatku nerkowym obserwowano
poszerzong przestrzen moczowa. Rozplem tkanki krwiotwdrczej, wciskajgcej sie
pomiedzy kanaliki nerkowe, przyczyniaf sie do ich znieksztatcenia i destrukcji. W tkance

krwiotwdrczej obecne byty liczne ciata szkliste oraz niewielkie skupiska komdérek MM.



Fot. 80. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Kanaliki wydalnicze z obrzmiatymi komdrkami nabtonkowymi oraz swiattem wypetnionym
ptynem, destrukcja pojedynczych kanalikéw (KN). Poszerzenie przestrzeni moczowej w ciatku
nerkowym (CN). Obecne ciatka szkliste (CS). Silny rozplem tkanki krwiotworczej (TK) i
pojedyncze komaorki MM.

TEBUKONAZOL

W nerce tutowiowe] karpi po okresie ekspozycji (14 dni) na tebukonazol (Fot.
81) obserwowano obrzmienie komdrek nabtonkowych i destrukcje pojedynczych
kanalikéw nerkowych. Swiatto wielu kanalikéw wypetniat ptyn lub byto ono nieobecne.

Zaznaczyt sie rozrost tkanki krwiotwodrczej, w ktorej utworzyty sie obszerne CMM oraz

ogniska przejasnienia wskutek rozrzedzenia podscieliska fgcznotkankowego.

»

Fot. 81. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol. Obrzmienie i
zatarcie struktury komdrek nabtonkowych kanalikéw nerkowych, nekroza pojedynczych
kanalikow (N), obecnos¢ ptynu w Swietle kanalikdw (KN). Rozplem tkanki krwiotworczej (TK) i
miejscowe rozluznienie podscieliska tgcznotkankowego. Duze CMM.
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Po okresie rekonwalescencji (Fot. 82) komodrki nabtonkowe kanalikéw
nerkowych byly w dalszym ciggu obrzmiate, a ich struktura czesto zatarta. Wokot
niektérych z nich obecny byt naciek komérkowy. Ktebuszki nerkowe byty silnie

wypetnione elementami morfotycznymi, z poszerzong przestrzenia moczowa.

Obserwowano tez silny rozplem tkanki krwiotwodrczej, w ktérej obecne byty CMM.

Fot. 82. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol.
Kanaliki nerkowe (KN) z zatartg strukturg, swiattem wypetnionym ptynem, znieksztatcone
ciatko nerkowe (CN). Silny rozplem tkanki krwiotwdrczej (TK) i miejscowe rozluznienie
podscieliska, duze CMM.

3.1.7. Obserwacje zmian w ultrastrukturze nerki tutowiowej karpia w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym (TEM)

KONTROLA

W nerce ryb kontrolnych (Fot. 83 - 85) obserwowano prawidtowg ultrastrukture
komdrek nabtonkowych kanalikéw nerkowych. Mitochondria miaty regularny,
wydtuzony badz owalny ksztatt z wyraznie wyodrebniong strukturg grzebieni.
Pomiedzy gestg siecig mitochondridw rozciggaty sie dtugie pasma siateczki
Srédplazmatycznej szorstkiej (RER) z rybosomami (Fot. 83). Ragbek szczoteczkowy z
gesto ufozonymi mikrokosmkami obserwowano w czesci apikalnej komodrek
nabtonkowych kanalikéw (Fot. 84). W czesci krwiotwdrczej obserwowano niedojrzate,
mtodociane elementy morfotyczne - komérki hematopoetyczne, ktére na ogédt do

siebie przylegaty (Fot. 85).
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Fot. 83. Elektronogram nabtonka kanalikéw nerkowych karpia grupy kontrolnej: komorki
nabtonkowe z prawidtowym jagdrem komarki (JK), licznymi mitochondria (M) i przylegajaca do
nich RER. 7000 x.

Fot. 84. Elektronogram nabtonka kanalika nerkowego karpia grupy kontrolnej - czesci apikalna
komdrek wraz z rgbkiem szczoteczkowym (RS). 3500 x.
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pomiedzy czescig wydalniczg (W) a krwiotwérczg (TK) oraz komarki hematopoetyczne. 4200 x. i
5600 x.

MANKOZEB

W ultrastrukturze komodrek nerki tutowiowej karpi eksponowanych na
mankozeb (14 dni) obserwowano zmiany patologiczne (Fot. 86 - 87). W czesci
wydalniczej komérki nabtonkowe kanalikéw nerkowych przylegaty do siebie. Obecne
byty w nich mniej liczne, w poréwnaniu do kontroli, i zmienione mitochondria:
obrzmiate, z zatartg strukturg oraz poszerzonymi przestrzeniami miedzy grzebieniami
mitochondrialnymi. Obserwowano fragmentacje RER (Fot. 86). W polu wydzielniczym,
przy biegunie apikalnym komdérek nabtonkowych, obecne byty bardzo liczne fragmenty
bton. Wewnatrz ragbka szczoteczkowego cytoplazma miata rézng gestos¢ elektronowa.
Doszto do wyraznego oddzielenia czesci krwiotwdrczej od czesci wydalniczej nerki, a w
wolnej przestrzeni pomiedzy nimi obecne byly liczne, luzne fragmenty btonowe.
Podscielisko tgcznotkankowe byto jasne elektronowo, a komadrki hematopoetyczne nie
przylegaty scisle do siebie. Komérki te posiadaty nieregularne ksztatty i wyraznie
odrzucaty  zniszczone fragmenty organelli komodrkowych do  przestrzeni

zewnatrzkomorkowe;j. (Fot. 87).
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Fot. 86. Elektronogramy nabtonka kanalikow nerkowych (KN) karpia po 14. dniowej ekspozycji
na mankozeb: réina gesto$¢ elektronowa cytoplazmy, mitochondria prawidtowe, z zatartg
strukturg i ulegajgce destrukcji. Pole wydzielnicze z ragbkiem szczoteczkowym (RS) z obecnymi
wewnatrz miejscami z wyraZznie mniejszg gestoscig elektronowa, liczne fragmenty btonowe w
poblizu bieguna apikalnego. 10000 x.
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Fot. 87. Elektronogramy czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na mankozeb: granica pomiedzy czescig wydalniczg (W) i krwiotwérczg (TK) z
wyraznie poszerzong przestrzenig i obecnymi w niej luznymi fragmentami bton. Jasne
elektronowo podscielisko facznotkankowe tkanki krwiotwdrczej, zmienione komorki
hematopoetyczne i fragmenty zniszczonych komdrek, jasne elektronowo ziarna granulocytéw
(G) oraz nieprawidtowy uktad chromatyny jadrowej w komadrkach (JK). 7000 x i 4200 x.




WYNIKI

Po okresie rekonwalescencji zmiany patologiczne w obserwowanych
komoédrkach nabtonkowych kanalikdw wydalniczych byty podobne do opisanych po
okresie ekspozycji na fungicyd (Fot. 88 - 89). Komdrki nabtonkowe na ogét przylegaty
do siebie. Obserwowane w nich mitochondria byly czesto obrzmiate, z zatarta
strukturg, a liczna RER byta pofragmentowana. Jgdra komdrek nabtonkowych byty
czesto jasne elektronowo (Fot. 88 - 89). Czes¢ wydalnicza i krwiotwdrcza nerki byty w
dalszym ciggu oddzielone. Elementy morfotyczne tkanki krwiotwdrczej byty luzno w
niej utozone i charakteryzowaty sie nieprawidtowym ksztattem catej komorki oraz jadra

komadrkowego (Fot. 89).

ST TSI S W B I
Fot. 88. Elektronogram komodrek nabtonkowych kanalika nerkowego karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb: mitochondria (M) prawidtowe i z zatartg
strukturg oraz poszerzenie przestrzeni miedzy grzebieniami; fragmentacja RER; jednolita
gesto$¢  elektronowa jader komérek (JK). Miejscowe poszerzenie przestrzeni
miedzykomérkowych (PM). 5600 x.
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Fot. 89. Elektronogramy komoérek czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. Luzne rozmieszczenie komodrek
hematopoetycznych oraz ich zmieniony ksztatt. Wolna przestrzen pomiedzy czescig wydalniczg
(W) a krwiotwodrcza (TK) z obecnymi w niej licznymi strukturami btoniastymi. 5600 x i 10000 x.

PROCHLORAZ

W nerce tutowiowej karpi po 14. dniach ekspozycji na prochloraz (Fot. 90 - 91)
obserwowano zmiany ultrastruktury komérek. W czesci wydalniczej komaérki nabtonka
kanalikéw nerkowych scisle przylegaty do siebie. Obserwowane w nich mitochondria
byty czesto powiekszone w stosunku do kontroli, a struktura niektérych z nich
catkowicie zatarta. RER w wielu miejscach byta silnie pofragmentowana, a przestrzenie
pomiedzy jej btonami czesto poszerzone. W jadrach niektérych komodrek
nabtonkowych obserwowano brak zrdéinicowania chromatyny na eu- i
heterochromatyne, a pojedyncze z nich miaty uszkodzong bfone jadrowa.
Obserwowano tez liczne pecherzyki zawierajgce na ogdédt fragmenty bton. W rabku
szczoteczkowym czesto wystepowaty miejsca jasne elektronowo. W polu

wydzielniczym pojawity sie liczne fragmenty struktur btoniastych (Fot. 90).
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Fot. 90. Elektronogramy komodrek nabtonkowych kanalikéw nerkowych karpia po 14. dniowej
ekspozycji na prochloraz. W rabku szczoteczkowym (RS) miejsca jasne elektronowo, a w jego
czesci Srodkowej obecne struktury btoniaste. Mitochondria (M) réznej wielkosci, o prawidtowej
lub zatartej strukturze. Obecne pecherzyki sekwestralne (PS) w komadrkach. 10000 x.

Fot. 91. Elektronogram komdrek nabtonkowych nerki tutowiowe] karpia po 14. dniowej
ekspozycji na prochloraz. Mitochondria (M) o prawidtowe]j lub zatartej strukturze oraz z
poszerzong przestrzenig miedzy grzebieniami. Poszerzone przestrzenie miedzy btonami RER i
jej fragmentacja, zmienione jagdra komdrkowe (JK). 10000 x.
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W czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpi po okresie ekspozycji na
prochloraz komdrki hematopoetyczne na ogoét nie przylegaty do siebie, byly
znieksztatcone, a ich btony komodrkowe pofatdowane. Liczne komorki
hematopoetyczne oddzielone byly fragmentami innych, zniszczonych komérek.
Niektére z krwinek posiadaty jadro komodrkowe o zmienionym ksztatcie. W

granulocytach ziarna byty jasne elektronowo (Fot. 92).
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Fot. 92. Elektronogram tkanki krwiotwodrczej (TK) nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na prochloraz. Rozluznienie struktury tkanki krwiotwdrczej, zmienione ksztatty
komdrek, jasne elektronowo ziarnistosci granulocytéw (G). 5600 x.

Po okresie rekonwalescencji (Fot. 93 - 95) w komdrkach nabtonka czesci
wydalniczej nerki karpi obserwowano w dalszym ciggu zmiany ultrastrukturalne
podobne do wyzej opisanych. W niektérych komédrkach obserwowano lize cytoplazmy,
a obecne w nich mitochondria byty czesto obrzmiate lub ich struktura ulegta zatarciu
(Fot. 93). Rabek szczoteczkowy posiadat miejsca o zréznicowanej gestosci elektronowe;j
(Fot. 94). Czes¢ krwiotwodrcza nerki wyraznie oddzielita sie od czesci wydalniczej, a

niektére komérki hematopoetyczne ulegty rozpadowi (Fot. 95).
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Fot. 93. Elektronogram komodrek nabtonkowych kanalika nerkowego karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Przylegajgce do siebie komdrki nabtonkowe,
miejscowe rozrzedzenie ich cytoplazmy (C). Mitochondria (M) prawidtowe lub z rozmyta
struktura. Fragmentacja i rozszerzenie bton RER. 10000 x.
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Fot. 94. Elektronogram komodrek nabtonkowych kanalika nerki karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Rgbek szczoteczkowy (RS) o zrdinicowanej

gestosci elektronowej (strzatki). 7000 x.



okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz - wyrazne oddzielenie obu czesci. W
komodrce nabtonka kanalika nerkowego mitochondria (M) obrzmiate, z czesciowo zatartg
strukturg. W czesci krwiotwadrczej destrukcja komérek hematopoetycznych. 10000 x i 5600 x.

TEBUKONAZOL

Ekspozycja (14. dniowa) karpi na tebukonazol spowodowata zmiany w
ultrastrukturze komorek nerki tutowiowej (Fot. 96 - 98). W kanaliku nerkowym
komorki nabtonkowe w wiekszosci scisle przylegaty do siebie. Obserwowane w nich
mitochondria byty zwykle prawidtowe. Niektére z nich byty obrzmiate, a ich struktura
zatarta. W tym samym mitochondrium obserwowano fragment z prawidtowa
strukturg, z wyraznymi grzebieniami, i czes¢ o zatartej strukturze. Obserwowano tez
liczng RER, w wielu miejscach pofragmentowang, a sporadycznie - z rozmytg strukturg
(Fot. 96). W rgbku szczoteczkowym obecne byty miejsca o réznej gestosci elektronowe;j
oraz liczne wydzieliny o réznym charakterze (Fot. 97). W czesci krwiotworczej
obserwowano miejsca z prawidtowq strukture tkanki, a miejscami - z rozluznieniem
utkania facznotkankowego, co manifestowato sie tworzeniem jasnych elektronowo,

pustych przestrzeni pomiedzy komdrkami hematopoetycznymi. Zwiekszyty sie tez
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odlegtosci miedzy krwinkami, a powstate przestrzenie zawieraty luzno rozmieszczone

organella czy ich fragmenty. Niektére komorki hematopoetyczne posiadaty zmienione,

nieregularne ksztatty (Fot. 98).

Fot. 96. Elektronogramy komaorek nabtonkowych kanalikéw (KN) nerki tutowiowej karpia po 14.
dniowej ekspozycji na tebukonazol. Zwarta budowa tkanki; w komérce liczna RER, miejscami
pofragmentowana. Mitochondria o prawidtowej i zatartej strukturze (M). 8000 x i 16000 x.

Fot. 97. Elektronogram komdrek nabtonkowych kanalikéw nerki tutowiowe] karpia po 14.
dniowej ekspozycji na tebukonazol. Rabek szczoteczkowy (RS) z miejscami jasnymi
elektronowo  oraz licznymi  wydzielinami.  Miejscowe  poszerzenie  przestrzeni
miedzykomaérkowych (PM). 8000 x.



Fot. 98. Elektronogramy czesci krwiotwdrczej (TK) nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na tebukonazol. Fragmenty o prawidtowej budowie tkanki i fragmenty ze zmianami
patologicznymi:  jasne elektronowo utkanie zrebu tgcznotkankowego, komorki
hematopoetyczne o zmienionych ksztattach, destrukcja pojedynczych komaérek. 8000 x.

Po okresie rekonwalescencji u karpi eksponowanych na tebukonazol
obserwowano (Fot. 99 - 100) w czesci wydalniczej przylegajgce do siebie komorki
nabtonka kanalikow nerkowych. Obecne w nich mitochondria miaty albo prawidtowa
budowe, albo zatarty. Liczna byta tez RER, jednak czesto pofragmentowana, a jej
kanaty poszerzone (Fot. 99). W czesci krwiotwdrczej obserwowano rozluznienie
struktury. Komoérki hematopoetyczne miaty nieprawidtowe ksztatty, a niektére ulegty
rozpadowi na fragmenty. Pomiedzy komdrkami obecne byly liczne obtonione

fragmenty komarek przyjmujacych forme pecherzykéw (Fot. 100).



WYNIKI [HL0E]

Fot. 99. Elektronogram komdrek nabtonkowych kanalikdw nerkowych karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Mitochondria (M) o prawidtowej lub zatartej
strukturze, czy ulegajace destrukcji. Fragmentacja RER i rozszerzone jej kanaty. 16000 x.

Fot. 100. Elektronogram czesci krwiotwodrczej (TK) nerki tutowiowej karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Komdrki hematopoetyczne o nieprawidtowych
ksztattach, ulegajgce fragmentacji, oddalone od siebie; rozluznienie utkania tgcznotkankowego.

8000 x.
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3.2. ANALIZA WSKAZNIKOW METABOLICZNYCH

3.2.1. Stezenie kortyzolu w osoczu krwi

Na Ryc. 2 przedstawiono zmiany stezenia kortyzolu w osoczu krwi karpi w czasie
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji.
Stezenie hormonu oznaczono w grupach kontrolnych bezposrednio po rozpoczeciu
eksperymentu (0 h) i wynosito ono: 299 + 111 ng ml™ (dla Ky i Kp) oraz 173 + 59 ng ml™
(dla Ky).
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Ryc. 2. Zmiany stezenia kortyzolu w osoczu karpi eksponowanych na mankozeb, prochloraz i
tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky, — gr.
kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla
tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - réznice statystycznie istotne w
poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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MANKOZEB

W czasie trwania ekspozycji karpi na mankozeb stezenie kortyzolu byto zmienne
(Tab. 7), w tym najnizsze po 3. godzinach (160 + 16 ng ml™) i najwyzsze — po 24.
godzinach (425 + 118 ng ml™?), jednakze réinice nie byty istotne statystycznie w
poréwnaniu z wartos$cig kontrolng. Po okresie rekonwalescencji stezenie kortyzolu
zmniejszyto sie do wartosci 182 + 14 ng ml™? osiggajac poziom nizszy od wartosci

kontrolnej.
PROCHLORAZ

W osoczu krwi karpi eksponowanych na prochloraz (Tab. 8) zanotowano
statystycznie istotne zmniejszenie stezenia kortyzolu w pordwnaniu z wartoscia
kontrolna (299 + 111 ng ml™) w catym okresie ekspozycji. Po pierwszej godzinie trwania
narazenia obserwowano gwattowne zmniejszenie stezenia hormonu, trwajgce az do
24. godziny ekspozycji (4 + 1 ng ml'l). Po 3. dniach ekspozycji zanotowano stopniowe
zwiekszanie stezenia hormonu az do wartosci 112 + 27 ng ml™t - po 14. dniach jej
trwania, i nastepnie, do 267 + 147 ng ml* - po okresie rekonwalescencji. Wzrost
stezenia kortyzolu w tym okresie przyczynit sie do osiggniecia stezenia zblizonego z

wartoscig kontrolna.
TEBUKONAZOL

W osoczu krwi karpi eksponowanych na tebukonazol (Tab. 9) zanotowano
zmniejszenie stezenia kortyzolu w poréwnaniu z wartoscig kontrolng (173 + 59 ng ml'l)
w catym okresie ekspozycji, osiggajac najnizszg wartoéé¢ - 39 + 10 ng ml™* po 3.
godzinach ekspozycji. Statystycznie istotne zmniejszenie stezenia kortyzolu w osoczu
krwi obserwowano po 1., 3., 6. i 12. godzinie trwania narazenia. Jednakze po 3.
godzinie ekspozycji karpi na dziatanie tebukonazolu zaczeta zaznacza¢ sie poczgtkowo
niewielka tendencja wzrostu stezenia kortyzolu (do 12. godziny), a nastepnie wyraznie
zaznaczona — do 24. godziny ekspozycji, osiagajac wartos¢ 115 + 36 ng ml™. Nastepnie,
po 3. i 14. dniach zaobserwowano ponowne statystycznie istotne zmniejszenie stezenia
tego hormonu do wartosci odpowiednio: 109 + 25 ng ml™ i 71 + 14 ng ml™. Po okresie

rekonwalescencji stwierdzono znaczne zwiekszenie stezenia kortyzolu (218 + 51 ng ml
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') w odniesieniu do wartosci kontrolnej, jednakze wartoéé¢ ta nie miata cech istotnosci

statystycznej.

3.2.2. Stezenie glukozy we krwi oraz trojglicerydow i biatka ogdlnego w
osoczu krwi

Wyniki przedstawiajgce zmiany stezenia glukozy we krwi oraz tréjgliceryddw i
biatka ogdlnego w osoczu krwi karpi eksponowanych na mankozeb, prochloraz i

tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji obrazujg Ryc. 3 - 5.
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Ryc. 3. Zmiany stezenia glukozy we krwi karpi eksponowanych na mankozeb, prochloraz i
tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky — gr.
kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla
tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - réznice statystycznie istotne w
poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Ryc. 4. Zmiany stezenia tréjglicerydéw w osoczu krwi karpi eksponowanych na mankozeb,
prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky,
— gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla
tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - rdznice statystycznie istotne w

poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Ryc. 5. Zmiany stezenia biatka ogdlnego w osoczu krwi karpi eksponowanych na mankozeb,
prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky,
— gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla
tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - réznice statystycznie istotne w

poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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MANKOZEB

Stezenie glukozy (Tab. 7) oznaczono u ryb kontrolnych (Ky) bezposrednio po
rozpoczeciu eksperymentu (0 h) i wynosito 72 + 44 g dI*. W trakcie trwania ekspozycji
stezenie glukozy we krwi badanych karpi zwiekszyto sie statystycznie istotnie po 3. i 6.
godzinie do wartosci 118 + 21 g diti 142 + 24 g dit, odpowiednio. W nastepnych
godzinach ekspozycji az do jej zakonczenia i zakoriczenia okresu rekonwalescencji
stezenie glukozy we krwi wykazywato tendencje spadkowa, osiggajgc, w poréwnaniu
do kontroli, najnizsze, statystycznie istotne wartosci: 36 £ 9 g di? po 14. dniu ekspozycji

i 34 £ 2 g dI"* po okresie rekonwalescencji.

Stezenie troéjglicerydéw (Tab. 7) w osoczu karpi po rozpoczeciu ekspozycji (0 h)
wynosito 173 + 28 g dI"* (Ky). W poczatkowym okresie narazenia byto zmienne (12 i 24
h). Po 3. i 14. dniu narazenia stezenie tréjglicerydéw zwiekszyto sie do poziomoéw
odpowiednio: 303 + 45 g dI™ i 376 + 40 g dI"* — statystycznie istotnych w poréwnaniu
do wartosci kontrolnej. Przebywanie ryb w czystej wodzie (okres rekonwalescencji)

skutkowato powrotem badanego wskaznika do wartosci kontrolnej.

Stezenie biatka ogdlnego (Tab. 7) w osoczu krwi okreslono u ryb kontrolnych
(Km) bezpoérednio po rozpoczeciu eksperymentu (0 h) i wynosito 11 + 0,6 g dI™%. U karpi
w poczgtkowym czasie ekspozycji (1, 3 i 6 h) wykazano statystycznie istotne
zwiekszenie stezenia biatka ogdlnego-do 13+0,8 g di*. Po 12. godzinach ekspozycji az
do jej zakoniczenia nastgpit spadek stezenia biatka ogdlnego, przy czym nie réznito sie
ono w sposdb istotny statystycznie od wartosci kontrolnej. Natomiast po zakoriczonym
okresie rekonwalescencji obserwowano nieistotne statystycznie zwiekszenie stezenia

biatka ogdélnego w poréwnaniu z grupg kontrolng.
PROCHLORAZ

Stezenie glukozy (Tab. 8) we krwi ryb kontrolnych (Kp) bezposrednio po
rozpoczeciu eksperymentu (0 h) wynosito 72 + 44 g dI™". Ekspozycja karpi na fungicyd
spowodowata istotne zmiany tego wskaznika. Rdznice statystycznie istotne
zanotowano po 24. godzinach (zwiekszenie stezenia do wartoéci 135 + 50 g dI™) i 14.

dniach ekspozycji (zmniejszenie stezenia glukozy - 32 + 3 g dI™!) w stosunku do kontroli.
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Po okresie rekonwalescencji stezenie glukozy we krwi karpi wynosito 37 +7 g diti byto

nizsze od wartosci kontrolnej, jednakze rdéznica nie byta istotna statystycznie.

W przypadku stezenia tréjglicerydéw (Tab. 8) w osoczu krwi warto$é kontrolna
(Ke) zbadana bezposrednio po rozpoczeciu eksperymentu (0 h) wynosita 173 + 28 g dI™™.
W okresie ekspozycji karpi na prochloraz obserwowano poczatkowo (12 i 24 h)
nieistotne statystycznie zmniejszenie stezenia trdjglicerydéw, a nastepnie, po 3. i 14.
dniach - statystycznie istotne zwiekszenie stezenia (344 + 63 g dI™i 311 + 74 g dI',
odpowiednio) w porédwnaniu z wartoscia kontrolng. Po okresie rekonwalescencji
stezenie trojglicerydéw w osoczu krwi karpi byto zblizone do wartosci kontrolnej

osiggajac poziom 179+35 g di.

Stezenie biatka ogdlnego (Tab. 8) w osoczu krwi karpi kontrolnych (Kp), zbadane
bezposrednio po rozpoczeciu doswiadczenia (0 h), wynosito 11 + 0,6 g dI™". W czasie
trwania ekspozycji na prochloraz stezenie biatka ogdlnego ulegato zmianom. Po 3.
godzinie ekspozycji zaznaczytfa sie wyrazna tendencja spadkowa skutkujgca uzyskaniem
po 12. godzinie najnizszego w catym okresie doswiadczalnym stezenia biatka ogdlnego
(85+1,1¢g di"). Dalsza ekspozycja ryb spowodowata stopniowe zwiekszanie stezenia,
ktére po 14. dniu jej trwania osiggneto wartos¢ 10,7 £+ 0,4 g dr?, zblizong do wartosci
kontrolnej. Po okresie rekonwalescencji stezenie biatka ogdlnego pozostato na
podobnym poziomie i byto zblizone do wartosci kontrolnej. Wszystkie wymienione
zmiany badanego wskaznika nie byly istotne statystyczne w porédwnaniu z wartoscia

kontrolna.
TEBUKONAZOL

Stezenie glukozy (Tab. 9) we krwi ryb kontrolnych (Ky) bezposrednio po
rozpoczeciu eksperymentu (0 h) wynosito 33 + 4 g dI™. W pierwszym okresie ekspozycji
(do 24 h) obserwowano systematyczne i umiarkowane zwiekszanie stezenia glukozy we
krwi. Nastepnie stezenie glukozy stopniowo zmniejszato sie az do zakoriczenia okresu
ekspozycji na tebukonazol, osiagajac wartoéé 41 + 11 g dI™. Opisane tendencje zmian
stezenia glukozy w trakcie trwania ekspozycji nie byty istotne statystycznie. Osiggniecie
poziomu statystycznie istotnie wyzszego (57 + 17 g dI') w poréwnaniu z kontrola

obserwowano po okresie rekonwalescenc;ji.
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Stezenie trdjglicerydéw (Tab. 9) w osoczu karpi kontrolnych (K;), okreslone
bezposrednio po rozpoczeciu ekspozycji (0 h), wynosito 99 + 28 g dI™. U ryb narazonych
na tebukonazol stezenie tréjgliceryddéw zmniejszyto sie statystycznie istotnie w catym
okresie jej trwania ekspozycji, w poréwnaniu z wartoscig kontrolna: od 69 + 3 g dI™ - po
12. godzinach ekspozycji do 76 £ 9 g dit - po 14. dniach jej trwania. Po okresie
rekonwalescencji stezenie trojglicerydédw byto w dalszym ciggu statystycznie istotnie
zmniejszone w pordéwnaniu z kontrolg, utrzymujgc sie na poziomie zblizonym do

obserwowanego po okresie ekspozycji.

Stezenie biatka ogdlnego (Tab. 9) w osoczu karpi kontrolnych (K;) zbadane
bezposrednio po rozpoczeciu doswiadczenia (0 h) wynosito 5,6 + 0,8 g dI™. Stezenie
biatka ogdlnego w trakcie ekspozycji ryb na tebukonazol i w okresie rekonwalescencji
wykazywato nieistotne statystycznie zmiany. W poczatkowym okresie trwania
ekspozycji (do 12 h) zmniejszyto sie ono do wartosci 4,6 + 0,9 g dI'}, by po 24.
godzinach osiagna¢ stezenie zblizone do wartosci kontrolnej (5,5 + 1,1 g dI).
Nieznaczne zwiekszenie stezenia biatka ogdlnego (6,0 + 0,8 g dI''), nieistotne

statystycznie w stosunku do kontroli, obserwowano po okresie rekonwalescencji karpi.

3.2.3. Aktywnos¢ enzymow wgqtrobowych - aminotransferazy
asparaginianowej (AST) i aminotransferazy alaninowej (ALT)

Zmiany aktywnosci AST i ALT w osoczu krwi karpi w czasie trwania ekspozycji na
mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji przedstawiajg

Ryc.6i7.
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Ryc. 6. Zmiany aktywnosci aminotransferazy asparaginianowej (AST) w osoczu krwi karpi
eksponowanych na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky, — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; Ky — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w pordwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

Aktywnosc¢ aminotransferazy

Ryc. 7. Zmiany aktywnosci aminotransferazy alaninowej
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(ALT) w osoczu krwi karpi

eksponowanych na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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MANKOZEB

Aktywno$¢ AST i ALT (Tab. 7) okreslone u ryb kontrolnych (Ky) bezposrednio po
rozpoczeciu badania (0 h) wynosity odpowiednio 135 + 56 IU I* i 21 + 14 U I
Ekspozycja karpi na mankozeb byta przyczyng modyfikacji ich aktywnosci. Aktywno$é
AST i ALT byta statystycznie istotnie nizsza po 3. dniach ekspozycji (odpowiednio: 52 +
181U 12,7 + 1,1 IU I'"), a nastepnie, po 14. dniach nastapit nieistotny statystycznie
wzrost ich aktywnosci (odpowiednio: 109 + 33 [U 11 i 16 + 3,4 U I'). Po okresie
rekonwalescencji obserwowano nieistotny statystycznie spadek aktywnosci obu

enzymow w porownaniu z kontrolg.
PROCHLORAZ

Aktywnos¢ AST i ALT (Tab. 8) okreslone u ryb kontrolnych (Kp) bezposrednio po
rozpoczeciu badania (0 h) wynosity odpowiednio: 135 + 56 IU I i 5,2 + 3,1 IU I,
Aktywnos$¢ obu enzymdw nie zmieniata sie w sposéb istotny statystycznie w czasie
trwania ekspozycji karpi na prochloraz i w okresie ich rekonwalescencji, w poréwnaniu
z grupa kontrolng. W przypadku aktywnosci AST zanotowano niewielki spadek do
wartoéci 97 + 13 1U I po zakorfczonym okresie rekonwalescencji, a w przypadku ALT -

wzrost do wartoéci 9 + 5,7 IU It w tym samym czasie.
TEBUKONAZOL

Aktywnos¢ AST i ALT (Tab. 9) okreslono u ryb kontrolnych (K1) bezposrednio po
rozpoczeciu badania (0 h) i wynosita ona odpowiednio: 136 + 11 IU ti71+631U M
Aktywnos¢ AST w okresie ekspozycji karpi na tebukonazol stopniowo zmniejszata sie w
sposob nieistotny statystycznie, osiggajac najnizsze wartosci w ostatnim dniu narazenia
(87 + 29 U I"). Natomiast po okresie rekonwalescencji zanotowano istotny
statystycznie wzrost jej aktywnosci w stosunku do wartosci uzyskanych w okresie
ekspozycji i kontrolnej do poziomu 339 + 76 IU I". W przypadku ALT, po poczatkowym
(3 dni ekspozycji) wzroécie do poziomu 116 * 36 1U I, wystapit spadek aktywnosci
enzymatycznej (do poziomu 62 + 7 IU ") trwajacy az do zakoriczenia eksperymentu (po
okresie rekonwalescencji), jednakze wymienione zmiany aktywnosci nie byly

statystycznie istotne.
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Tab. 7. Zmiany wskaznikdw metabolicznych karpi w okresie ekspozycji na mankozeb i po
rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; x —
brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie standardowe; n=10; * -
roznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

2 KORTYZOL TROJGLICERYDY BIALKO
Czas pobran -1 -1 -1
probek do [ng ml'l] GLUKOZA[g dI™] 9 dl'l] OGOLNE 9 dl'l] AST [IU I7] ALT [IU 7]
analiz

Srednia SD | srednia SD | srednia SD Srednia SD | srednia SD | srednia SD
Oh 2989 1109 71,8 442 1734 27,9 111 0,6 1353 55,6 215 141

1h 372,71 48,2 X X X X| 13,5* 0,8 X X| X X|
3h 1604 16,1 117,6% 206 X X 128% 08 X X X X
6h 2599 156,8| 141,7*% 244 X X 131* 08 X X X X
12h 2165 67,9 X X 208,4 75,1 12,5 0,4 X X X X
24h 4249 1180 898 132 162,4 6,0 122 09 X X X X
3 dni 3459 29,6 86,8 186| 302,8% 447 X x|  516% 180 27% 11

14 dni 3758 245 35,7% 87| 3764* 40,4 10,9 16 108,6 33,5 157 34
detoks 181,7 143 33,8* 2,3 125,0 19,2 125 08 57,3 135 122 24

Tab. 8. Zmiany wskaznikow metabolicznych karpi w okresie ekspozycji na prochloraz i po
rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; x —
brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie standardowe; n=10; * -
rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

C:f:b’:;";"‘ K%F;Tn:l_zl(]jl' GLUKOZA[g dI"] TROJEL:I?E RYDY o OE:_ISEK[Z ary| ASTIV "] ALT[IU17]

analiz srednia SD | srednia SD | S$rednia SD srednia SD | srednia SD | srednia SD
oh 2989 1109 71,8 442 1734 279 11 06 1353 556 52 31
1h 23,6* 4,2 X X X X 9,8 1,0 X X X X
3h 9,2* 37 353 43 X X 106 20 X X X X
6h 9,7% 49 59,3 148 X X 9,2 1,9 X X X X
12h 5,5% 3,6 X X 72,5 20,9 85 11 X X X X
24h 4,3% 11| 1354*% 496 82,0 19,2 92 09 X X X X
3 dni 92,0¥ 593 351 53| 3442% 63,4 X X 151,2 6338 54 20
14dni| 112,0* 27,2 32,1* 30[ 3107* 73,8 10,7 04 1299 34,6 43 05
detoks 266,8 146,6 368 68 1787 355 103 09 96,6 135 89 57

Tab. 9. Zmiany wskaznikow metabolicznych karpi w okresie ekspozycji na tebukonazol i po
rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; x —
brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie standardowe; n=10; * -
rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

Czas pobran KORTY_ZlOL GLUKOZA[g dl'l] TROJGLI(%FRYDY 'BIALKO . AST [1U I'l] ALT[IU I'l]
prébek do [ng mI™] [gdlI7] OGOLNE [g dI”]
analiz drednia SD | sSrednia SD | s$rednia SD srednia SD | $rednia SD | srednia SD
Oh 172,8 58,9 32,8 4,4 99,3 15,10 5,6 0,8 1358 11,0 70,6 62,7
1h 74,7% 181 X X X X 55 09 X X X X
3h 39,3* 9,8 35,9 6,2 X X 4.8 0,6 X X X X
6h 40,3* 57 398 11,7 X X 4,6 0,5 X X X X
12h 44.8% 9,0 X X 69,4* 2,90 46 09 X X X X
24h 1149 36,3 488 19,0 69,9% 2,65 55 11 X X X X
3 dni 109,3* 25,1 434 1477 71,2* 3,30 X X 106,7 13,7 116,4 35,6
14 dni 71,3* 14,0 415 113 76,5% 9,23 51 0,7 87,3 29,1 1055 32,3
detoks 218,2 51,1 571% 16,6 76,5% 9,23 6,0 0,8 339,5*% 76,4 61,7 7,0
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3.3. ANALIZA WSKAZNIKOW HEMATOLOGICZNYCH

3.3.1. Wskazniki czerwonokrwinkowe: RBC, Ht, Hb, MCV, MCH, MCHC

Zmiany parametréw czerwonokrwinkowych w okresie ekspozycji karpi na
mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji przedstawiajg

Ryc. 8 —13.
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Czas wykonywania analiz

Ryc. 8. Zmiany liczby erytrocytow we krwi obwodowej karpi (RBC) w czasie trwania ekspozycji
na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr.
kontrolna; Ky, — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr.
kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - rdznice
statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Ryc. 9. Zmiany wartosci hematokrytowej (Ht) w krwi obwodowej karpi w czasie trwania
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; Ky — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w pordwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Czas wykonywania analiz

Ryc. 10. Zmiany stezenia hemoglobiny (Hb) we krwi obwodowej karpi w czasie trwania
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Ryc. 11. Zmiany $redniej objetosci erytrocytu (MCV) karpi w czasie trwania ekspozycji na
mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr.
kontrolna; Ky, — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr.
kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10).
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Ryc. 12. Zmiany $redniej masy hemoglobiny w erytrocycie (MCH) karpi w czasie trwania
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; Ky — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).
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Ryc. 13. Zmiany Sredniego stezenia hemoglobiny w erytrocycie (MCHC) karpi w czasie trwania
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h —
godzina; Oh — gr. kontrolna; Ky, — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla
prochlorazu; K; — gr. kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10;
* - rdznice statystycznie istotne w pordwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

MANKOZEB

Ekspozycja ryb na mankozeb spowodowata zmiany wiekszosci badanych

wskaznikéw czerwonokrwinkowych (Ryc. 8 — 13 oraz Tab. 10).

Tab. 10. Zmiany wskaznikéw czerwonokrwinkowych karpi w okresie ekspozycji na mankozeb i
po rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescenc;ji;
x — brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie standardowe; n=10; *
- réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

C;ffmzﬁ RBC[minpl"] | Ht[%] Hofgdl'] | Mcv[um’ MCH[pg] | MCHC[gdl']
anaiz | Srednia  SD | $rednia  SD | $rednia  SD | $rednia  SD | $rednia SD | $rednia SD
Oh| 157 031 2814 157 1018 114 17973 3878 6875 770 3044 647
2 204% 034 3489 252 1212F 136 16515 2900 5475 1132 3706 517
3ani| 137 020 21* 32| 87 157 15391 2551 6390 1218) 4071 558
Wdn| 095% 019 2088* 280 662% 088 20770 5442 6609 1441 3040% 611

detoks| 157 045 2510 110 676% 097] 17169 5546| 47.66% 1354 2712% 367

U karpi kontrolnych (Km) RBC zmierzone bezposrednio po rozpoczeciu

ekspozycji (0 h) wynosito 1,6 + 0,3 min pl™. Po 24. godzinach ekspozycji ryb
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obserwowano statystycznie istotny wzrost RBC do poziomu 2,1 £ 0,3 min ul’l. Dalsza
ekspozycja na fungicyd, az do jej zakonczenia, byta przyczyng spadku RBC, w tym
statystycznie istotnego po 14. dniach jej trwania (0,9 £ 0,2 min ul'l). Po okresie

rekonwalescencji liczba erytrocytow byta zblizona do wartosci kontrolne;j.

Poziom Ht u karpi kontrolnych (Ky) wynidst 28 + 2%. Po 24. godzinach
ekspozycji warto$¢ hematokrytowa wzrosta statystycznie istotnie do 35 * 2%, a
nastepnie, po 3. i 14. dniach - statystycznie istotnie zmniejszyta sie (22 £ 3% i 21 + 3%,
odpowiednio). Po okresie rekonwalescencji wartos¢ Ht zblizyta sie do wartosci

kontrolnej.

Stezenie Hb we krwi obwodowej karpi kontrolnych (Ky) zbadane bezposrednio
po rozpoczeciu doswiadczenia (0 h) wynosito 10+ 1 g dit. u karpi po 24. godzinach
ekspozycji na mankozeb stezenie Hb zwiekszyto sie istotnie statystycznie do poziomu
12 + 1 g dit, a nastepnie, do zakonczenia ekspozycji obserwowano stopniowe
zmniejszanie sie jej stezenia do poziomu 7 * 1 g dI”}, statystycznie istotnie nizszego w
poréwnaniu z kontrolg. Po okresie rekonwalescencji stezenie hemoglobiny nieznacznie
zwiekszyto sie pozostajgc jednoczesnie na poziomie zblizonym do wartosci oznaczonej
po 14. dniu ekspozycji. Stezenie Hb po zakoiczonym okresie rekonwalescencji byto w

dalszym ciggu statystycznie istotnie zmniejszone w poréwnaniu z grupg kontrolna.

Pozostate wskazniki czerwonokrwinkowe u ryb kontrolnych (Ky) wynosity —
MCV: 180 + 39 um?®, MCH: 69 + 8 pg i MCHC: 40 + 7 g dI™>. MCV w czasie trwania
eksperymentu podlegata wahaniom, osiggajgc najnizszg wartos¢ po 3. dniach (154 + 25
um?) i najwyzsza - po 14. dniach ekspozycji (218 + 54 um?>), jednak zmiany te nie byty
istotne statystycznie. W przypadku wskaznikdw MCH i MCHC ulegaty one zmianom
osiggajac najnizsze, statystycznie istotne wartosci po zakorczonym okresie
rekonwalescencji (48 + 14 pg i 27 + 4 g dI™', odpowiednio) w poréwnaniu z grupa
kontrolg. W przypadku MCHC wartos¢ parametru, w porédwnaniu z kontrolg, byta
statystycznie istotnie nizsza (30 + 6 g dI™') réwniez po 14. dniach ekspozycji karpi na
mankozeb. Najwyzszg, nieistotng statystycznie w poréwnaniu z kontrolg, warto$sé¢ MCH

oznaczono u karpi po 14. dniach, a dla MCHC — po 3. dniach ekspozycji.
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PROCHLORAZ

Ekspozycja karpi na prochloraz spowodowata zmiany wiekszosci parametrow

uktadu czerwonokrwinkowego (Ryc. 8 — 13 oraz Tab. 11).

Tab. 11. Zmiany wskaznikéw czerwonokrwinkowych karpi w okresie ekspozycji na prochloraz i
po rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescenc;j;
x — brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie standardowe; n=10; *
- réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

caspbr| Recingl) | HIN | Hblgd’) | WCVRm] | WCHDg | MCHC[gor)

analiz | érednia  SD | $rednia SD | Srednia SD | Srednia  SD | Srednia SD | Srednia  SD
Oh| 157 031 2700 233 958 240 17973 3878 7066 792 4054 665
2hl  080% 028 1422% 441 315% 111 17530 2842 4882% 2392 2385% 1142
3dnil 123 029 2444 534 58* 157 18491 1817 4663* 905 252F 735
14dnf  121% 016] 2056* 255 666% 104 20072 3183 5945 913 3215 713
detoks| 126 031 2270 39| 597* 169 20781 3007 4874* 99| 2888* 9,10

RBC, Ht i Hb okreslone u ryb kontrolnych (Kp) bezposrednio po rozpoczeciu
eksperymentu (0 h) wynosity odpowiednio: 1,6 + 0,3 min ul'l, 27+2%o0raz10+2g di.
U karpi eksponowanych na fungicyd, w porodwnaniu do wartosci kontrolnej,
obserwowano zmniejszenie wartosci parametrow RBC, Ht i Hb w catym okresie
doswiadczalnym, tj. do zakoniczenia okresu rekonwalescencji. Najnizsze, statystycznie
istotne w odniesieniu do kontroli RBC, Ht i Hb oznaczono po 24. godzinach ekspozycji
ryb (0,8 £ 0,3 min ul'li 14+4%oraz3+t1g di?, odpowiednio). Nastepnie po 3. dniach
narazenia notowano zwiekszenie wartosci parametréw, w tym statystycznie istotne w
przypadku Hb (6 + 2 g di"). Po 14. dniach ekspozycji obserwowano kolejne
statystycznie istotne zmniejszenie RBC (1,1 + 0,3 min pl™)i Ht (21 + 3%), a w przypadku
Hb — statystycznie istotne zwiekszenie (7 + 1 g dI') w poréwnaniu z kontrolg. Po
zakoniczonym okresie rekonwalescencji w przypadku RBC i Ht zaznaczyto sie nieistotne
statystycznie zwiekszenie, a w przypadku Hb — zmniejszenie (6 + 2 g dI'"), statystycznie

istotne w poréwnaniu do wartosci kontrolnych.

U karpi kontrolnych (Kp) pozostate parametry czerwonokrwinkowe wynosity -
MCV: 180 + 39 um3, MCH: 71 + 8 pg i MCHC: 40 + 7 g dI'". Obserwowano, w

poréwnaniu do kontroli, zmniejszenie MCH i MCHC w czasie trwania ekspozycji oraz po
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okresie rekonwalescencji, statystycznie istotne po 24. godzinach i 3. dniach narazenia
(47 £ 9 pgi 25 + 7 g dI™', odpowiednio) oraz po okresie rekonwalescencji (49 + 10 pg i
29+9¢g dr?, odpowiednio). Nie obserwowano natomiast istotnych statystycznie zmian
MCV w catym okresie doswiadczalnym. Po niewielkim spadku po 24. godzinie
ekspozycji obserwowano stopniowy wzrost MCV do zakoriczenia okresu

rekonwalescenc;ji.

Najnizsze wartosci badanych wskaznikéw uktadu czerwonokrwinkowego: RBC,
Ht, Hb, MCV, MCHC zanotowano po 24. godzinach, a w przypadku MCH — po 3. dniach

ekspozycji ryb na prochloraz.
TEBUKONAZOL

W  wyniku ekspozycji karpi na tebukonazol niektére parametry
czerwonokrwinkowe wykazaty statystycznie istotne rdznice w poréwnaniu z grupa

kontrolng (Ryc. 8 — 13 oraz Tab. 12).

Tab. 12. Zmiany wskaznikéw czerwonokrwinkowych karpi w okresie ekspozycji na tebukonazol
i po rekonwalescencji (h — godzina; Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie
rekonwalescencji; x — brak analizy w danym czasie trwania eksperymentu; SD — odchylenie
standardowe; n=10; * - rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy
a=0,05).

Casiont| pocinyry | MIH | olod’) | MoV | MCHBOl | HeHClgd)

analiz | $rednia  SD | Srednia  SD | Srednia  SD | srednia SD | $rednia  SD | srednia SD
Oh 106 036 1822 299 610 189 20200 4996 5965 10,78] 3109 551
24h 095 018 2422% 264 947% 189 26854 5371 8313 2895 3746 353

ddnif 077 011} 2022 489 711 165 22552 4214 8388 3524 329 375
4dnif 092 025 1878 282 513 056 20468 3751 5403 1183 2818 522

detoks| 102 024 2313% 242 575 102 22109 3162 6616 2022 3020 796

RBC, Ht i Hb okreslone u ryb kontrolnych (Kp) bezposrednio po rozpoczeciu
eksperymentu (0 h) wynosity odpowiednio: 1,1 + 0,4 min pl™?, 18 + 3% oraz 6 + 2 g dI™™.
W trakcie trwania doswiadczenia RBC u karpi narazonych nieznacznie zmniejszyto sie,
zwiaszcza po 3. dniach ekspozycji (0,8 + 0,3 min ™), by po okresie rekonwalescencji

osiggnac¢ wartos¢ kontrolng. Nie byty to jednak zmiany o charakterze istotnosci
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statystycznej. Natomiast Ht i Hb we krwi obwodowe] zwiekszyty sie statystycznie
istotnie w poczatkowym okresie ekspozycji, tj. po 24 h (24 + 3% oraz 9 + 2 g dI*,
odpowiednio). W pozostatych okresach badawczych (po 3. i 14. dniach ekspozycji) Ht i
Hb zmniejszyty sie w sposdb nieistotny statystycznie w pordwnaniu z wartosciag
kontrolng. Po okresie rekonwalescencji obserwowano ponowne, w poréwnaniu do

kontroli, zwiekszenie Ht i Hb, przy czym istotne statystycznie dla Ht (23 + 2%).

Wartosci kontrolne (K;) pozostatych parametréw czerwonokrwinkowych
wynosity - MCV: 202 + 50 pm?®, MCH: 70 + 11 pg i MCHC: 31 + 5 g dI"". MCV, MCH i
MCHC u karpi narazonych byly zmienne i w okresie ekspozycji, i po okresie
rekonwalescencji nie rdéznity sie statystycznie istotnie w poréwnaniu do kontroli.
Najnizsze wartosci wskaznikdw: Hb, Ht, MCV, MCH i MCHC zanotowano po
zakonczeniu ekspozycji (14 dni), a po okresie rekonwalescencji zaznaczyta sie tendencja

ich zwiekszania.

3.3.2. Wskazniki biatokrwinkowe: WBC i leukogramy

Wyniki badan wskaznikéw ukfadu leukocytarnego karpi w czasie trwania
ekspozycji na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji

przedstawiajg: Ryc. 14 (WBC) i Tab. 13 - 15 (leukogramy).
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Ryc. 14. Zmiany liczby leukocytow we krwi obwodowe] karpi w czasie trwania ekspozycji na
mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie rekonwalescencji (h — godzina; Oh — gr.
kontrolna; Ky, — gr. kontrolna dla mankozebu; K, — gr. kontrolna dla prochlorazu; K; — gr.
kontrolna dla tebukonazolu; detoks — po okresie rekonwalescencji; n=10; * - rdznice
statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

MANKOZEB

WBC okreslona u ryb kontrolnych (Ky) bezposrednio po rozpoczeciu
eksperymentu (0 h) wynosita 97 + 11 x 103 ul'3. Uktad leukocytarny karpi wykazat
reakcje na ekspozycje na mankozeb. WBC, po spadku w 3. dniu ekspozycji (71 + 13 x
10° uI'S), wzrosta statystycznie istotnie do poziomu 185 + 49 x 10° ul'3 po 14. dniach

narazenia, a po okresie rekonwalescencji zblizyta sie do wartosci kontrolne;.

Wartosci  kontrolne procentowego udziatu poszczegdlnych leukocytéw
wynosity: limfocyty — 87,7 £ 7,8%; neutrofile (granulocyty obojetnochtonne) — 7,2 +
2,5%, monocyty — 2,5 + 0,9%. U karpi eksponowanych na fungicyd w catym okresie
badawczym najwiekszy odsetek leukocytow stanowity limfocyty (76 - 95%), nastepnie
neutrofile (1,7 - 23%) i monocyty (do 2%). Po 14. dniach ekspozycji nastapit wyrazny,
statystycznie istotny spadek procentowego udziatu limfocytéw i istotny statystycznie
wzrost odsetka neutrofili w poréwnaniu do wartosci kontrolnych. W trakcie trwania
catego doswiadczenia (ekspozycja i rekonwalescencja) przewazaty formy mtodociane
granulocytéw obojetnochtonnych nad dojrzatymi. Ich udziat w puli wszystkich neutrofili

byt zmienny w trakcie trwania ekspozycji, osiggajgc najwyzszy, istotny statystycznie
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odsetek po 24. godzinach - 37,5 £ 8,7%, po czym ulegt obnizeniu do wartosci 15,2 +
3,8% po zakonczeniu narazenia. Po okresie rekonwalescencji wzrost udziatu neutrofili
dojrzatych w puli wszystkich granulocytéw obojetnochtonnych byt statystycznie istotny
i wynidst 27,9 £ 9,0%. Odsetek monocytéw wynoszacy w grupie kontrolnej 2,5 + 0,9%
w grupie doswiadczalnej systematycznie zmniejszat sie w trakcie trwania ekspozycji, a
najnizszg wartosc osiggnat po okresie rekonwalescencji — 0,8 + 0,5% (Tab. 13).

Tab. 13. Leukogramy karpi eksponowanych na mankozeb i po rekonwalescencji (h — godzina;

Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; SD — odchylenie standardowe;
n=10; * - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

Oh 24h 3dni 14 dni detoks
$rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD
WBC x10% 96,94 114 10965 161 7144 130 18508* 489 10505 266

LIMFOCYTY % 87,70 78 9498 34 91,95 21| 7641 8,3 92,10 95
NEUTROFILE % 723 25 217 09 6,00 19 2331* 6,1 1,73 07
dojrzate % 12,19 69| 3751*% 87 2230 80 15,18 38| 27,90 90
mtodociane % 87,81 69| 6249 87 77,70 8,0 84,82 38| 72,10° 90
MONOCYTY % 254 09 206 14 186 07 1,88 13 0,78 05

PROCHLORAZ

WBC okresSlona u ryb kontrolnych (Kp) bezposrednio po rozpoczeciu
eksperymentu (0 h) wynosita 97 + 11 x 10° ul's. Ekspozycja karpi na prochloraz
spowodowata poczgtkowo nieistotny statystycznie spadek (24 h), a nastepnie wzrost
WBC. Najwyzszy, istotnie statystyczny wzrost WBC odnotowano po zakonczeniu okresu
ekspozycji (14 dni) i wynidst on 257 + 55 x 10° pl”. Po okresie rekonwalescencji WBC

zblizyta sie do wartosci kontrolne;j.

Wartosci kontrolne procentowego udziatu poszczegdlnych leukocytow
przedstawiaty sie nastepujgco: limfocyty — 87,7 + 7,8%; neutrofile — 7,2 £ 2,5%,
monocyty — 2,5 + 0,9%. W leukogramach karpi eksponowanych na prochloraz
obserwowano, po poczatkowym (24 h) istotnym statystycznie spadku odsetka
limfocytéw (71 + 9%), ciggly jego wzrost w trakcie narazenia ryb i okresu
rekonwalescencji, osiggajgc wartos¢ 90 - 91%. Towarzyszyt temu statystycznie istotny

spadek liczby neutrofili: z 26,5% (24 h), do 5 - 7% (14 dni i okres rekonwalescenciji).
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Wsrod granulocytdw obojetnochtonnych, w okresie ekspozycji na prochloraz,
dominowaty mitodociane formy granulocytéw stanowigc okoto 80% wszystkich
neutrofili. Natomiast odsetek monocytéw utrzymywat sie na poziomie 1 - 2%,
wykazujgc istotny statystycznie spadek po 14. dniach ekspozycji i po rekonwalescencji

(Tab. 14).

Tab. 14. Leukogramy karpi eksponowanych na prochloraz i po rekonwalescencji (h — godzina;
Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; SD — odchylenie standardowe;

n=10; * - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

Oh 24h 3dni 14 dni detoks
Srednia SD $rednia SD $rednia SD Srednia SD | $rednia SD

WBC x10°p®| 9694 114 738 259| 12750 381| 256,90 550/ 10394 18,0

LIMFOCYTY %| 87,70 78| 71,00* 99| 86,75 25 90,73 64| 91,33 3,5

NEUTROFILE % 7,23 25 2650* 59| 11,19 25 531 15 7,25 1,3

dojrzate %| 12,19 6,9 1904 29 16,73 6,7 1633 51| 1780 43

miodociane %| 87,81 69| 8096 29| 8327 67 8367 51 8220 43

MONOCYTY %l 254 09 100 05 206 07 126 06| 122¢ 08
TEBUKONAZOL

WBC okreslona u ryb kontrolnych (K;) bezposrednio po rozpoczeciu

eksperymentu (0 h) wynosita 116 + 29 x 10° pl”. U karpi eksponowanych na fungicyd
obserwowano wzrost WBC w poczatkowym (do 3. dni) okresie ekspozycji na
tebukonazol, w tym statystycznie istotny po 3. dniu jej trwania (169 % 55 x 10° pl™). Po
tym okresie az do zakoniczenia rekonwalescencji WBC byta statystycznie nieistotnie
nizsza w poréwnaniu z wartoscig kontrolng, osiggajgc najnizszg warto$é¢ po okresie

rekonwalescencji (102 + 35 x 10° pl™).

Wartosci kontrolne procentowego udziatu poszczegdinych leukocytow
przedstawiaty sie nastepujgco: limfocyty — 94,3 + 1,8%; neutrofile — 2,8 + 1,5%,
monocyty — 2,3 £ 1,4%. U karpi eksponowanych na tebukonazol obserwowano zmiany
w leukocytogramach. Gtéwny % leukocytow stanowity limfocyty — 73 - 93%, nastepnie

neutrofile — 6 - 18% oraz monocyty — 4 - 7%. Udziat limfocytéw w puli leukocytéw
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zmniejszyt sie statystycznie istotnie w poczgtkowej fazie ekspozycji (24 h) do 73 + 10%,
podczas gdy procentowy udziat neutrofili i monocytéw w tym czasie zwiekszyt sie w
sposob istotny statystycznie do wartosci odpowiednio: 18 £ 5% i 7 £ 3%. W dalszych
okresach narazenia karpi udziat limfocytow w puli leukocytéow sukcesywnie zwiekszat
sie, przy jednoczesnym zmniejszeniu odsetka neutrofili i monocytéow. Jednakze po
okresie przebywania ryb w czystej wodzie zanotowano ponowny, statystycznie istotny
wzrost odsetka granulocytéw obojetnochtonnych. W okresie ekspozycji karpi wsrod
neutrofili przewazaty formy mtodociane. Najwiekszy % udziat form mtfodocianych w
tym okresie stwierdzono po 24. godzinach (83 + 6%). Nastepnie obserwowano
stopniowy spadek ich procentowego udziatu w puli granulocytéw obojetnochtonnych,
jednakze w dalszym ciggu ich odsetek byt statystycznie istotnie wyzszy w poréwnaniu z

wartoscig kontrolng, do ktdrej poziomu zblizyt sie po okresie rekonwalescenc;ji.

Tab. 15. Leukogramy karpi eksponowanych na tebukonazol i po rekonwalescencji (h — godzina;
Oh — grupa kontrolna; detoks — po okresie rekonwalescencji; SD — odchylenie standardowe;
n=10; * - réznice statystycznie istotne w poréwnaniu do gr. kontrolnej przy a=0,05).

oh 24h 3dni 14 dni detoks

$rednia SD | $rednia SD $rednia SD $rednia SD $rednia SD
WBC x10° pl’3 11575 286| 15313 539 16944" 471 102,17 34,8 9250 110
LIMFOCYTY % 9433 18| T7284* 99 87,17 6,8 9165 21 86,56 45
NEUTROFILE % 280 15| 1828" 46 5,78 19 544 21 1246* 45
dojrzate % 4184 52 1698° 60/ 2010 56 2027° 66 4291 9,1
miodociane % 5816 52| 8302 60 7990 56 70,73 66 57,09 9,1
MONOCYTY % 233 14 713° 30 592 31 392 14 1,06 09
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3.4. ANALIZA ZMIAN PATOMORFOLOGICZNYCH W
ELEMENTACH MORFOTYCZNYCH KRWiI
OBWODOWEJ KARPI

Obserwowane w rozmazach krwi obwodowej elementy morfotyczne ryb
kontrolnych i eksponowanych na mankozeb, prochloraz i tebukonazol oraz po okresie

rekonwalescencji przedstawiajg Fot. 101 — 108.

KONTROLA

Fot. 101. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi grupy kontrolnej; widoczne dojrzate
erytrocyty (E) i neutrofil (N) oraz ich formy miodociane (Ey — erytrocyt mtodociany i Ny, —
neutrofil niedojrzaty) oraz limfocyty (L) i monocyt (M).
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MANKOZEB

W erytrocytach karpi eksponowanych na mankozeb (Fot. 102 - 105)
obserwowano zmiany patologiczne. W wielu krwinkach, w czasie trwania ekspozycji
(24 h, 3 dni, 14 dni) i po okresie rekonwalescencji, obserwowano znieksztatcone i
ulegajgce przewezeniu jagdra komdrkowe, niekiedy niedobarwliwe (hipochromatyczne).
W trakcie narazenia karpi obecne byty we krwi obwodowej liczne mtodociane formy

erytrocytdw, ktérych nie obserwowano po okresie rekonwalescencji.

Analiza mikroskopowa komoérek leukocytarnych (Fot. 102 - 105) wykazata
obecno$é¢ licznych zdeformowanych limfocytéw w catym okresie badawczym,
zwitaszcza w poczatkowym okresie ekspozycji. Zmieniat sie tez obraz neutrofili w trakcie
ekspozycji karpi. Po 24. godzinach obserwowano zardwno dojrzate, jak i mtodociane
formy granulocytéw obojetnochtonnych, niektére z nich miaty znieksztatcone jadra
komédrkowe. Po 3. dniach ekspozycji az do jej zakoriczenia nasility sie zmiany w jadrach

neutrofili: byty one obrzmiate i znieksztatcone.

Fot. 102. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 24. godzinach ekspozycji na
mankozeb. Widoczne znieksztatcone jagdra neutrofili (N), prawidtowe limfocyty (L), erytrocyty
prawidtowe oraz o zmienionych ksztattach (strzatki), uszkodzone miodociane formy
erytrocytow (Ey).
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Fot. 103. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na mankozeb.
Zmieniony ksztatt jadra komorkowego neutrofila (N), ulegajace lizie miodociane erytrocyty
(strzatki), prawidtowe limfocyty (L).

Fot. 104. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na mankozeb.
Zmienione jadro neutrofila (N), ulegajgce lizie mtodociane erytrocyty, hipochromatyczne jadra
erytrocytow (strzatki), limfocyty (L).
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Fot. 105. Elementy morfotyczne krwi obwodowe] karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na mankozeb. Zmienione ksztatty erytrocytéw, hipochromia jgder erytrocytéw oraz
dzielace sie ich jadra (strzatki); limfocyt jasny, dzielgcy sie, z rozrzedzong chromatyna (L).

PROCHLORAZ

Analiza patomorfologiczna erytrocytow karpi eksponowanych na prochloraz
wykazata obecnos¢ zmian (Fot. 106 — 109). Jadra erytrocytéow byty hipochromatyczne,
szczegblnie po 3. dniach ekspozycji, a po jej zakonczeniu i zakorczeniu okresu
rekonwalescencji byty one czesto przewezone. Obserwowano takze niedobarwliwosé¢

cytoplazmy erytrocytow w trakcie trwania ekspozycji ryb i po okresie rekonwalescencji.

W komérkach leukocytarnych réwniez obserwowano zmiany patologiczne (Fot.
106 - 109). Pojedyncze limfocyty miaty zmienione ksztatty; jadra wielu limfocytéw byty
przewezone lub miaty anormalny ksztatt. Jagdra komdérkowe w neutrofilach byty
niekiedy obrzmiate oraz charakteryzowaty sie czesto zmienionym ksztattem. Po okresie
rekonwalescencji obserwowano leukocyty zaréwno o prawidtowej budowie, jak i

zmienione patologicznie.
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Fot. 106. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 24. godzinach ekspozycji na
prochloraz. Zmienione jagdra obrzmiatych niedojrzatych neutrofili (Ny;), znieksztatcony limfocyt
(L), hipochromia cytoplazmy erytrocytéw (E).

—5e®

Fot. 107. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na prochloraz.
Zmieniony ksztatt neutrofila i obrzmiate ptaty jgdra komdérkowego (N), znieksztatcone limfocyty
(L), monocyt z bardzo duzym jadrem komadrkowym (M), hipochromia jader erytrocytow
(strzatki) oraz obrzmiate mtodociane formy erytrocytéw z uszkodzong btong komodrkowa
(strzatki).
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Fot. 108. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na prochloraz.
Zmienione ksztatty jadra komérkowego, obrzmienie niedojrzatych neutrofili (Ny), zmieniony
ksztatt monocytu (M), zmieniony ksztatt limfocytu (L), niedobarwliwa cytoplazma erytrocytow.

Fot. 109. Elementy morfotyczne krwi obwodowe] karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na prochloraz. Pojedyncze erytrocyty z hipochromia (strzatki), dzielgcy sie limfocyt

(L).
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TEBUKONAZOL

Po 24. godzinach i 3. dniach ekspozycji na tebukonazol (Fot. 110 — 113)
obserwowano w rozmazach niekiedy erytrocyty o zmienionym ksztatcie jadra
komdrkowego, ktére wykazywaty réwniez cechy hipochromii. Po 14. dniach ekspozycji
zmiany patologiczne w erytrocytach nasility sie. Wiekszos¢ erytrocytéw wykazywata
zmiany ksztattu jadra i ich niedobarwliwos¢; czasami zmienit sie tez ksztatt catej
krwinki. Obserwowano réwniez niedobarwliwos¢ cytoplazmy komodrek. Pojawity sie
takze w tym czasie mtodociane formy erytrocytéw, a ich btony komdérkowe byty czesto
uszkodzone, co prowadzito do lizy komdrek. Po okresie rekonwalescencji

zaobserwowano zmiany ksztattu jgder komérkowych, jak i catych komarek.

W catym okresie ekspozycji karpi na tebukonazol (Fot. 110 — 113) obserwowano
patologicznie zmienione limfocyty: czesto miaty one zmieniony ksztatt, ulegajac
znacznej deformacji. Gtéwne zmiany dotyczyly jadra komdrkowego, ktére czesto byto
przewezone. Po okresie rekonwalescencji obserwowane limfocyty bylty na ogédt
prawidtowe, a tylko nieliczne posiadaty zdeformowane jadra komérkowe. Granulocyty
obojetnochtonne obserwowano sporadycznie. Najwiecej tego typu leukocytow, a
szczegblnie form mtodocianych, zanotowano po 24. godzinach ekspozycji i po okresie
rekonwalescencji. Stosunkowo czesto wystepowaty takze monocyty, zwtaszcza po 24.

godzinach i 14. dniach ekspozycji. Liczne z nich charakteryzowaty sie nieprawidtowym
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Fot. 110. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 24. godzinach ekspozycji na
tebukonazol. Obrzmiate ptaty jadra neutrofili (N), obrzmiate niedojrzate neutrofile (Ny),
nieprawidtowy ukfad chromatyny w jadrach limfocytéw oraz ich obrzmienie (L), uszkodzone
mtodociane erytrocyty (strzatki), hipochromia jader erytrocytow (strzatki).

Fot. 111. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na tebukonazol.
Erytrocyt w podziale (strzatka) i hipochromia jader erytrocytow oraz uszkodzona mtodociana
forma erytrocytu (strzatka); rozluznienie chromatyny w limfocycie (L).oraz przewezenie jadra
limfocytu (strzatka).



Fot. 112. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na
tebukonazol. Zmieniony ksztatt jadra neutrofila (N), niedobarwliwos¢ i zmienione ksztatty
komoérek erytrocytéw (strzatki), obrzmiaty monocyt (M), dzielgce sie jadro limfocytu (L).

Fot. 113. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na tebukonazol. Hipochromia jader komdrkowych erytrocytéw oraz zmienione
ksztaty erytrocytow (strzatki), obrzmiate komaorki leukocytarne (Li Ny,).
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IV. DYSKUSJA WYNIKOW

Niekorzystne warunki Srodowiska, uszkodzenia mechaniczne lub niewtasciwa dieta
znaczaco wptywajg na kondycje i stan zdrowotny ryb. Ma to bezposredni zwigzek z rozwojem
w organizmie zespotu zmian okreslanych terminem "stres polietiologiczny" (Siwicki i wsp.,
2007). Jednym z czynnikéw powodujgcych rozwdj w organizmie reakcji stresowej moze by¢

zanieczyszczenie Srodowiska pestycydami.

Pod wptywem dziatania stresoréw w organizmie wyzwalane sg reakcje obronne,
bedace nieodzownym elementem adaptacji ryb do zmienionych warunkéw $rodowiskowych.
W pierwszej kolejnosci pobudzony zostaje centralny ukfad nerwowy i uktad wspdtczulny.
Nastepuje aktywacja wydzielania hormonu adaptacyjnego adrenokortykotropowego (ACTH),
ktory pobudza komérki miedzynerkowe (odpowiednik kory nadnerczy ssakéw) do zwiekszenia
produkcji i wydzielania glikokortykoidéw, a w szczegdlnosci kortyzolu. RdAwnoczesnie
pobudzenie uktadu wspodtczulnego powoduje zwiekszong produkcje katecholamin, gtéwnie
epinefryny i norepinefryny przez ciatka chromochtonne (odpowiednik rdzenia nadnerczy

ssakéw) (Antychowicz, 2007; lwama, 1998; Siwicki i wsp., 2007).

Kortyzol, zwany hormonem stresu, jest uwazany za jeden z bardziej czutych
wskaznikdw oddziatywania stresora na ryby. Zbyt duze wydzielanie tego hormonu w tym czasie
moze doprowadzi¢ do immunosupresji, co sprzyja rozwojowi chordb infekcyjnych. Zaburzenie
sekrecji kortyzolu podczas przewlektego narazenia na ksenobiotyki moze wptyngé na zdolnosé
zwierzecia do radzenia sobie ze stresorami srodowiskowymi i ostatecznie doprowadzi¢ do

zmniejszenia przezywalnosé ryb.

W badaniach witasnych, w trakcie ekspozycji karpi na fungicydy, nie zaobserwowano
wyrazne] reakcji stresowej ryb w postaci wzrostu stezenia kortyzolu (Ryc. 2). W przypadku
grupy karpi narazonych na mankozeb stezenie hormonu w osoczu krwi byto zmienne, ale
wszystkie zaobserwowane zmiany byty statystycznie nieistotne, co prawdopodobnie wynikato
ze znacznego odchylenia standardowego otrzymanych wynikéw (Tab. 7). Natomiast ekspozycja
na pozostate fungicydy (prochloraz i tebukonazol) spowodowata istotne statystycznie
zmniejszenie stezenia kortyzolu, zwtaszcza w poczatkowych jej godzinach (do 12 h), w
poréwnaniu z wartosSciami kontrolnymi. Okres rekonwalescencji przyczynit sie do powrotu

badanego wskaznika do wartosci kontrolnych (Tab. 8 i 9).
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Wedtug Cericato i wsp. (2008), ekspozycja ryb na subletalne stezenia tebukonazolu nie
wptyneta na poziom kortyzolu u ryb eksperymentalnych, nie przyczynita sie tez do
zablokowania sekrecji hormonu na dodatkowy stresor. W przypadku dtugotrwatego wptywu
agrochemikaliéw na ryby zyjgce gtdéwnie w naturalnych zbiornikach, obserwuje sie zaburzenia
osi przysadka-podwzgérze-nadnercza (HPI) (Hontela, 1998), co powoduje spadek stezenia
kortyzolu wraz z towarzyszagca mu atrofig przysadki mdézgowej. Takie zmiany obserwuje sie
rowniez w stanach wyczerpania, ktédrym towarzyszy wzmozona i wydtuzona aktywnos¢ osi HPI
(Hontela i wsp., 1992). Antychowicz (2007) podkresla, iz nagly wzrost poziomu kortyzolu
obserwuje sie w wyniku ostrego, krétkotrwatego stresu, trwajgcego kilka minut, a jego powrdét
do normy nastepuje po okoto godzinie. Obserwowany w badaniach wtasnych spadek poziomu
kortyzolu we krwi narazonych karpi moze by¢é wypadkowa powyziszych sytuacji, gdyz
najwiekszg sekrecje hormonu notowano w pierwszych godzinach narazenia, wskazujgc na fakt,
iz niskie stezenia badanych fungicyddw mogg przyczyni¢ sie do rozwoju krétkotrwatej reakcji
stresowej. O przejsciowym jednoczesnie charakterze tej reakcji wydaje sie swiadczy¢ powrédt

wartosci wskaznika do poziomu kontrolnego.

W typowej reakcji na czynnik stresowy konsekwencjg neurohormonalnej stymulacji
narzgddéw sg zmiany w przemianie materii. Manifestujg sie one zmianami wskaznikow
metabolicznych w organizmie. Glikokortykoidy oddziatywujg na metabolizm weglowodandw,
biatek i ttuszczow w tkankach catego organizmu. W wyniku rozpadu glikogenu i
glukoneogenezy powstajg duze ilosci glukozy, ktéra jest fatwo dostepnym zrédtem energii dla

organizmu ryb.

Przeprowadzone badania wtasne wskazujg, ze w stanie stresu chemicznego zmienia sie
metabolizm weglowodandw i ttuszczy u karpi. Wzrost zapotrzebowania na energie
obserwowano w trakcie ekspozycji na badane fungicydy, najsilniej wyrazony w przypadku
narazenia na mankozeb i prochloraz (Ryc. 3 i 4; Tab. 7 i 8). Manifestowato sie to znacznym
podwyziszeniem stezenia glukozy we krwi w pierwszym okresie ekspozycji (do 24 h), a w
dalszym - znacznym zmniejszeniem jej stezenia. Okres rekonwalescencji na ogét nie przyczynit
sie do osiggniecia wartosci kontrolnych tego wskaznika. Najwiekszym spadkom stezenia
glukozy towarzyszyt najwiekszy wzrost stezenia trojglicerydéw (po 3. i 14. dniach ekspozycji).
W okresie rekonwalescencji stezenie trojglicerydéow byto zblizone do wartosci kontrolnych.
Wskazuje to na szybkie uruchomienie zasobdw energetycznych w postaci wyrzutu cukru do
krwi w chwili wystgpienia stresu chemicznego, a w pdzniejszej fazie zastgpienie ich lipidowym

zrédtem energii. W przypadku karpi eksponowanych na tebukonazol nie zaobserwowano tak
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silnych wahan pozioméw zaréwno glukozy, jak i tréjglicerydéw (Tab. 9). Istotny statystycznie
wzrost stezenia glukozy notowano dopiero po okresie rekonwalescencji. Natomiast poziom
tréjglicerydow byt  statystycznie istotnie nizszy w catym okresie doswiadczalnym.
Obserwowane w badaniach wtasnych fluktuacje stezenia glukozy we krwi ryb eksponowanych
na tebukonazol wydajg sie Swiadczy¢ o zapotrzebowaniu organizmu na energie, jednak nie jest
ono tak gwattowne, jak w przypadku ekspozycji karpi na mankozeb i prochloraz. Nie
obserwowano réwniez mechanizmu kompensacyjnego wykorzystujgcego jako zrédto energii
metabolizm ttuszczy. Z przeprowadzonych obserwacji mikroskopowych hepatocytéw (TEM)
wynika, ze zasoby glikogenu w watrobie ryb eksponowanych na mankozeb i prochloraz byty
znaczne (Fot. 68, 69, 71 i 72). Przypuszcza sie wiec, ze po poczatkowym uruchomieniu
weglowodanowych zasobéw energetycznych (Ryc. 3), w dtuzszym okresie czasu organizm ryb
nie byt w stanie z nich korzysta¢, stad tez moze wynika¢ koniecznos¢ uruchomienia zrédet
lipidowych. W przypadku tebukonazolu w hepatocytach obserwowano znacznie mniejsze, w
stosunku do wymienionych wyzej grup doswiadczalnych, zasoby glikogenu (Fot. 73 i 74).
Jednak pozwolito to organizmowi na korzystanie z nich podczas catego okresu
doswiadczalnego, a przede wszystkim do 24 godzin ekspozycji i jednoczesnie systematyczne

wykorzystywanie zapasow lipidowych, zwtaszcza po 24 godzinach narazenia (Ryc.4).

W przypadku badania stezenia biatka ogdlnego nie obserwowano wyraznej reakcji tego
wskaznika na stres chemiczny (Ryc. 5). Obserwowane zmniejszanie czy zwiekszanie jego
stezenia podczas ekspozycji ryb na fungicydy miato na ogét charakter przejsciowy, gdyz po
okresie rekonwalescencji notowano wartosci wskaznika zblizone do kontrolnych. Dowodzi to
faktu, iz organizm ryb nie byt zmuszony do korzystania z zasobdéw biatka jako alternatywnego

zrédta energii.

Podobne jak w badaniach wtasnych, zmiany w zakresie stezenia glukozy i biatka
ogoblnego zanotowali Toni i wsp. (2011b) w wyniku ekspozycji na tebukonazol. Wzrost ilosci
glukozy we krwi ryb eksponowanych na pestycyd w poczgtkowych fazach ekspozycji (5 i 10
dni), a po dwdch tygodniach powrdt do wartosci wyjsciowej obserwowat takze Silbergeld
(1974). Potwierdza to mobilizacje organizmu w chwili wystgpienia czynnika stresowego, a
takze jego adaptacje do zaistniatych warunkéw. W doswiadczeniach Li i wsp. (2011a i 2011b)
ostra toksycznos¢ fungicydu triazolowego - propikonazolu, spowodowata znaczny wzrost ilosci
glukozy we krwi, natomiast poziom tréjglicerydéw byt poréwnywalny z wartoscig kontrolng.
Ekspozycja ryb zaréwno na tebukonazol, jak i tricyklazol - zamiennik prochlorazu (odpowiednio

230 i 142 pg "', 7 i 14 dni) spowodowata statystycznie istotne zwiekszenie poziomu glukozy



DYSKUSJA WYNIKOW

oraz trojglicerydéw we krwi danio pregowanego (Sancho i wsp., 2009 i 2010). Nie wptywato to
natomiast na poziom biatka ogdlnego w osoczu ryb doswiadczalnych. Na zakoriczenie okresu
rekonwalescencji poziom glukozy byt porownywalny z kontrolnym, przy jednoczesnym ciggtym
wzroscie poziomu trdéjglicerydéw w osoczu eksponowanych ryb. Inne badania dowodzg braku
reakcji ze strony trdjglicerydéw i biatka ogdlnego po 5. tygodniowej ekspozycji ryb na
subletalne dawki benomylu (Min i Kang, 2008). Udowodniono takze, ze dtugotrwata
mobilizacja badZz zbyt wczesne wyczerpanie sie zasobéw energii moze mie¢ swoje
konsekwencje we wzros$cie zapotrzebowania na biatko, ktére jest réwniez potrzebne do
budowania nowych, w miejsce zniszczonych elementéw strukturalnych. Dalszymi
konsekwencjami dtugotrwatej mobilizacji organizmu mogg by¢ zaburzenia wzrostu,
reprodukgcji, a takze zdolnosci przetrwania w zanieczyszczonym $rodowisku (Roex i wsp., 2003;
Toni i wsp., 2011b), czego nie zaobserwowano w badaniach wtasnych, gdyz uzyskiwane po
okresie rekonwalescencji wartosci badanych wskaznikdw metabolicznych byty na ogét zblizone

do kontrolnych

Oceniajgc wyniki badan innych autoréw i wtasne, wydaje sie, iz wykorzystanie markera
kontaminacji wdéd powierzchniowych fungicydami jakim jest poziom glukozy we krwi
eksponowanych ryb moze by¢ przydatnym wskaznikiem zwfaszcza dla poczatkowej fazy

narazenia.

Watroba jest narzadem metabolizujgcym ksenobiotyki. Warunkiem sprawnej czynnosci
watroby jest prawidtowa budowa i sktad enzymatyczny jej komodrek, a takie nie zaburzony
kontakt krwi zyty wrotnej z migzszem. Waznym wskaznikiem w ocenie toksycznego dziatania
fungicydow jest aktywnosé enzymdw watrobowych: aminotransferazy asparaginianowej i
alaninowej (Przybylska-Wojtyszyn i wsp., 1992). W badaniach wtasnych (Ryc. 6 i 7) nie
wykazano istotnego wptywu mankozebu i prochlorazu na aktywnos$¢ AST i ALT w okresie
doswiadczalnym. Natomiast istotny wzrost aktywnosci AST odnotowano po okresie
rekonwalescencji karpi narazonych na tebukonazol. Byto to zapewne wynikiem z jednej strony
stymulacji syntezy AST, a z drugiej oddziatywania fungicydu na btony mitochondrialne,
prowadzgc do ich uszkodzenia (Fot. 74: A). OkreSlono, ze okoto 80% aktywnosci AST w
watrobie zwigzana jest z mitochondriami, a reszta - z czescig cytozolowa. Wedtug Przybylska-
Wojtyszyn i wsp. (1992) podczas proceséw detoksykacyjnych zwieksza sie ilo$¢ kwasu
pirogronowego prowadzgc do zwiekszenia tempa rozktadu asparaginy, a proces ten zwigzany
jest z mitochondrialng AST. Tak réwniez mozna ttumaczy¢ zanotowane w badaniach wtasnych

zwiekszenie aktywnosci AST w okresie rekonwalescencji po narazeniu karpi na tebukonazol.
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Odmienne do otrzymanych wynikow badan aktywnosci aminotranseraz uzyskali inni
autorzy. Wozrost aktywnosci enzymdéw watrobowych podczas chronicznej ekspozycji na
propikonazol zanotowali Li i wsp. (2011a i 2011b). Podobne zmiany obserwowali Sancho i wsp.
(2009 i 2010) w trakcie ekspozycji ryb na tebukonazol i tricyklazol, a zwiekszona aktywnos¢
enzymow utrzymywata sie réwniez i w okresie rekonwalescencji w grupie ryb eksponowanych
na tricyklazol. Udowodniono takze (van der Oost i wsp., 2003), ze niektdre substancje
toksyczne mogg prowadzi¢ do inhibicji aktywnosci badz syntezy obu enzyméw. W badaniach
wtlasnych notowano réwniez przejsciowy spadek aktywnosci AST i ALT, jednak trudno
jednoznacznie stwierdzi¢ czy inhibicja sugerowana przez van der Oost i wsp. (2003) byta
przyczyng spadku aktywnosci obu enzyméw w badaniach witasnych. Aktywnos¢ AST i ALT
wzrasta zaréwno w uszkodzeniu, jak i martwicy hepatocytéw i zalezy od rodzaju i rozlegtosci
ich uszkodzenia. Wzrasta rowniez i w nieuszkodzonych jeszcze hepatocytach, ale z uszkodzong
btong komérkowa. W obserwacjach mikroskopowych hepatocytow (TEM) nie obserwowano
tego typu zmian patologicznych i prawdopodobnie przyczynito sie to do wystgpienia

przejsciowych tylko wahan w aktywnosci aminotransferaz.

Substancje toksyczne (metale ciezkie, detergenty, pestycydy) stosunkowo tatwo
przedostajg sie z otaczajgcego Srodowiska wodnego, poprzez skrzela, do krwi ryb. Stad sktad
krwi ryb jest bardzo czutym wskaznikiem jakosci wody (Atamanalp i Yanik, 2014; Drastichova i
wsp., 2004; Svobodova i wsp., 2003; Witeska i wsp., 2010; Wojtaszek i wsp., 1992). Przyjmuje
sie, ze wskazniki hematologiczne mogg by¢ miarodajnym kryterium oceny stanu zdrowotnego

ryb (Antychowicz, 2007; Siwicki i wsp., 2007).

Wskazniki czerwonokrwinkowe reagujg na obecnos¢ bodzcéw stresowych u karpi
poprzez: wzrost liczby erytrocytéw krgzgcych we krwi, wzrost hematokrytu oraz zwiekszenie
hemoglobiny we krwi. Zmiany te majg wspomagac organizm ryb w zaopatrywaniu w tlen
(Antychowicz, 2007; van der Oost i wsp., 2003). Wyniki przeprowadzonych badan wtasnych
(Ryc. 8 - 10; Tab. 10 - 13) wykazaty wptyw badanych fungicydéw na niektére parametry
czerwonokrwinkowe. W  przypadku  mankozebu reakcja ze strony ukfadu
czerwonokrwinkowego byta natychmiastowa, manifestujgca sie istotnym statystycznie
wzrostem parametréw RBC, Ht i Hb w poczgtkowych godzinach ekspozycji, co wydaje sie by¢
klasyczng reakcjg na obecnos¢ stresora w Srodowisku. Podobne zmiany obserwowano u ryb
eksponowanych na tebukonazol, jednak reakcja tych parametréw nie byta az tak znaczaca.
Nastepnie, w przypadku ekspozycji na mankozeb i tebukonazol, parametry te ulegaty

systematycznemu spadkowi, a okres rekonwalescencji pozwolit na powrdt RBC i Ht do wartosci
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zblizonych do kontrolnych, co wydaje sie wskazywaé na przywrdcenie réwnowagi po stresie w
zakresie wymienionych parametréw. W przypadku stezenia Hb we krwi obserwowano nieco
inng sytuacje, gdyz wskaznik ten byt statystycznie istotnie nizszy od wartosci kontrolnej po
okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. Jednoczesnie w tym okresie
obserwowano statystycznie istotnie zmniejszone wartosci MCH i MCHC (Ryc. 12 - 13). Mozna
przypuszczaé wiec, ze narazony organizm nie miat potencjatu do wyrdéwnania zawartosci
hemoglobiny we krwi. Dodatkowym wyjasnieniem takiej sytuacji jest réwniez obserwacja
erytrocytow w rozmazach krwi (Fot. 105). Obserwowano w nich zmienione ksztatty jader
komérkowych oraz ich hipochromie, a takzie i dzielgce sie erytrocyty, co wskazuje na
wykorzystywanie mechanizmu kompensacyjnego, nie do korica wyréwnujgcego zaréwno liczbe
krazacych we krwi obwodowej erytrocytow, jak i stezenie Hb. Podobne zmiany patologiczne w
erytrocytach (Fot. 108 i 109) i zmiany wartosci wskaznikéw: Hb, MCH i MCHC obserwowano
rowniez we krwi ryb narazonych na prochloraz, ale znacznie pdzniej (po okresie ekspozyciji i

rekonwalescenciji).

Atamanalp i Yanik (2014) po 3. tygodniowe] (z 24-godzinnymi interwatami) ekspozycji
pstraggdéw teczowych na dawke mankozebu stanowigcg % LCsy zanotowali nieznaczny wzrost
liczby erytrocytéw oraz spadek pozostatych parametrow czerwonokrwinkowych. Jedynie
spadek zawartosci Hb we krwi oraz MCV wyrazat wartosci statystycznie istotne. Taki znaczny
spadek zawartosci Hb we krwi moze znaczgco obnizy¢ zasilanie w tlen réznych tkanek, w
wyniku czego moze zmniejszy¢ sie tempo przemiany materii. Deficyt Hb moze by¢ réwniez
spowodowany wzrostem szybkosci, z jaka jej czasteczki sg niszczone lub zmniejszeniem tempa
jej syntezy. Nieznany jest jak dotagd mechanizm oddziatywania mankozebu na Hb. Odmienna
byta natomiast reakcja uktadu czerwonokrwinkowego karasia ztocistego eksponowanego na
mankozeb. Ht i Hb nie zmienity sie pod wptywem narazenia ryb na toksykant (Kubrak i wsp.,
2012). Podobnie chroniczna, 3. tygodniowa ekspozycja na subtoksyczne dawki benomylu nie
wptyneta na Hb we krwi oraz na MCV, MCH i MCHC, a nieznacznemu tylko obnizeniu ulegty
RBC i Ht (Min i Kang, 2008). Réwniez chroniczne narazenie ryb na propikonazol przyczynito sie
do zaburzen parametrow hematologicznych, manifestujac sie gtéwnie obnizeniem RBC, Ht i Hb
oraz podwyzszeniem MCH i MCHC (Li i wsp., 2011b i 2013). Badania wtasne i innych autoréw
wskazujg na reakcje wskaznikdw czerwonokrwinkowych ryb na obecno$¢ stresora
chemicznego w Srodowisku. Jednak reakcja ta jest bardzo zréinicowana, niepowtarzalna i

trudna do jednoznacznej oceny.
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W przypadku parametréw biatokrwinkowych karpi (Tab. 13 - 15; Ryc. 14) w trakcie
ekspozycji na fungicydy ulegaty one zmniejszaniu lub zwiekszaniu, w zaleznosci od badanego
wskaznika, ale zmiany te dotyczyty réznych okreséw doswiadczenia dla réznych fungicydéw.
WBC najszybciej statystycznie istotnie zwiekszyto sie u karpi eksponowanych na tebukonazol
(po 3. dniach), a w pdzniejszym okresie ekspozycji - u ryb narazonych na mankozeb i
prochloraz. Podobnie, niezaleznie od rodzaju fungicydu, zmieniat sie udziat poszczegélnych
rodzajow leukocytéw. Obserwowano zwiekszanie liczby neutrofili, przy jednoczesnym
zmniejszaniu liczby limfocytédw, juz po 24. godzinach ekspozycji karpi na prochloraz i
tebukonazol oraz po 14. dniach - na mankozeb. Natomiast ilos¢ monocytéw wykazywata rézne
tendencje zmian, zalezne od rodzaju fungicydu. Po okresie rekonwalescencji wiekszos¢

badanych parametréw osiggneta wartosci zblizone do kontrolnych.

Odmiennie niz w badaniach wtasnych, Atamanalp i Yanik (2014) po 3. tygodniowej (z
24-godzinnymi interwatami) ekspozycji pstraggdéw teczowych na dawke mankozebu, stanowigca
% LCsy, zanotowali zmniejszenie liczby leukocytow. Podobne zmiany spadkowe WBC
zanotowali Li i wsp. (2011b i 2013) po chronicznej ekspozycji ryb na propikonazol. U karasia
ztocistego zaobserwowano natomiast limfopenie oraz wzrost ilosci neutrofili dojrzatych w

wyniku ekspozycji na mankozeb (Kubrak i wsp., 2012).

Wyniki badan innych autoréow i wtasne sugerujg wptyw zanieczyszczonego fungicydami
srodowiska wodnego na wskazniki biatokrwinkowe ryb. Podobnie jak w przypadku parametréw
czerwonokrwinkowych, reakcja ze strony uktadu leukocytarnego nie wydaje sie by¢ swoista.
Reakcja badanych parametréw hematologicznych wydaje sie zaleze¢ od wielu czynnikdw,
miedzy innymi od: rodzaju stosowanego pestycydu, jego steienia, czasu i warunkow
ekspozycji, gatunku i masy ciata ryb (Murty, 1986; van der Oost i wsp., 2003). Zastosowane w
badaniach wtasnych fungicydy modyfikujg te parametry, jednakie reakcja ta jest bardzo
zrdéznicowana i niejednoznaczna. Obserwowane zmniejszenie lub zwiekszenie wartosci
wskaznikdw hematologicznych nie wykazuje jednej wspdlnej tendencji zmian. Niemniej jednak
wskazniki hematologiczne wydajg sie wyraZznie reagowaé na ekspozycje ryb na czynnik
toksyczny, jednak reakcja ta moze kazdorazowo wyrazac sie w bardzo rézny, swoisty sposéb.
Wydaje sie, ze mozna przyjac je jako czute wskazniki aktualnego stanu zdrowotnego ryb, a nie
ekspozycji na dang substancje toksyczng. Bardziej jednorodne w charakterze byty zmiany
patologiczne obserwowane w rozmazach krwi obwodowej ryb eksponowanych na badane
fungicydy. Obserwowano w nich (Fot. 102 - 113) znieksztatcone jadra krwinek i
hipochromatyczne jadra erytrocytéw, lize mtodocianych erytrocytéw, dzielgce sie erytrocyty i

limfocyty, znieksztatcone krwinki. Wymienione zmiany patologiczne swiadczg z jednej strony o



DYSKUSJA WYNIKOW

destrukcyjnym wptywie badanych zwigzkdw na elementy morfotyczne krwi, a z drugiej - o
mechanizmie kompensacyjnym poprzez amitotyczne podziaty komdérek. Podobne
spostrzezenia wynikajg z badan wptywu substancji toksycznych na ryby innych autoréw
(Roberts, 2012; Witeska i wsp., 2011), w ktdrych obserwuje sie gtdwnie anemie i leukemie,
krwinki o zaburzonym ksztatcie i z nieprawidtowymi jagdrami komaérkowymi i/lub uktadem

chromatyny oraz wakuolami w cytoplazmie, a takze hemolize krwinek.

Ryby sg szczegdlnie wrazliwe na niekorzystne zmiany parametrow $rodowiska, a te z
kolei mogg przyczyniac sie do rozwoju zmian patomorfologicznych w ich narzadach. Narzagdem
szczegblnie na nie podatnym sg skrzela, poniewaz sg bezposrednio i wielokrotnie omywane
przez zanieczyszczong wode. Poza kluczowag funkcjag wymiany gazowej, s one narzadem
niezbednym do utrzymania homeostazy organizmu — odpowiadajg za wymiane jonowag,
utrzymujg rownowage kwasowo-zasadowg oraz wydalajg produkty przemiany materii.
Poszczegdlne funkcje narzadu korespondujg ze strukturg blaszek oddechowych i nabtonka
oddechowego (Bettex-Galland, 1973; Evans i wsp., 2005; Fernandes i wsp., 2007; Olson, 1996;
Solid i wsp., 2005; Sundin, 1995 za: Fernandes i wsp., 2007). W badaniach wtasnych
obserwowano zmiany patologiczne w strukturze blaszek oddechowych i nabtonka
oddechowego. Manifestowaty sie one zwiekszaniem rozmiarow komérek nabtonkowych i
rozszerzeniem naczyn wiosowatych z obecnymi w nich licznymi elementami morfotycznymi, co
skutkowato naruszeniem konstrukcji podporowej i w konsekwencji - i catej blaszki oddechowe;.
Pomiedzy blaszkami oddechowymi obecne byty duze nacieki komdérkowe. W sytuacji stresu u
ryb krazace we krwi katecholaminy sprzyjaja zwiekszonemu doptywowi krwi do blaszek
oddechowych. Taka sytuacja moze prowadzi¢ do rozszerzenia blaszek, powodujac ich
wydtuzenie i zwiekszenie jej powierzchni, co ma stuzyé zmniejszeniu dystansu pomiedzy krwig i
wodg (Fernandes i wsp., 2007). Powyzsze zmiany obserwowane w badaniach wtasnych mogg
wynikaé z takiego wtasnie mechanizmu kompensacyjnego, jak i ewentualnego draznigcego

dziatania fungicyddéw.

W badaniu toksycznosci ostrej przeprowadzonym przez Boran i wsp. (2012) wykazano
wplyw kaptanu na pstragi teczowe. Stwierdzono hipertrofie komdérek nabtonkowych,
oddzielenie nabtonka od blaszki oddechowej, nekroze komdrek a takze miejscowg hiperplazje.
Wyzej wymienione zmiany oraz zwiekszong mukosekrecje obserwowali takze Schwaiger i wsp.
(1998) u ryb pochodzacych z zanieczyszczonych strumieni. Wielu autoréw (Ba Omar i wsp.,
2011; Bothelo i wsp. 2012; Capkin i wsp., 2010; Dutta i wsp., 1996; Jayachandron i Pugazhendy,
2009) opisuje podobne obserwacje jako skutek ekspozycji ryb na bardzo rézne pestycydy. Z

przegladu pismiennictwa i wynikéw badan wifasnych wydaje sie wynikaé, ze zmiany



DYSKUSJA WYNIKOW

patologiczne rozwijajgce sie wskutek ekspozycji ryb na pestycydy sg bardzo podobne. Nie
zalezg one od rodzaju pestycydu, czy gatunku ryby oraz warunkéw ekspozycji. Raczej jest to
kolejny mechanizm kompensujgcy niedostatek Hb czy erytrocytéw, a wskazujacy na
niedotlenienie ryb. Opisane zmiany patologiczne w skrzelach wymagajg dalszej, wnikliwej

analizy.

Watroba ryb wydaje sie by¢ interesujgcym modelem do badan interakcji miedzy
czynnikami srodowiskowymi a strukturg i funkcjg watroby. Analiza mikroskopowa watroby
eksponowanych karpi wykazata powstawanie takich zmian patologicznych jak: przekrwienie,
miejscowe czy ogniskowe zatarcie struktury przy wiekszych naczyniach krwionosnych,
odstawanie trzustki od migzszu watroby i powstawanie centréw CMM. Badajac ultrastrukture
hepatocytow karpi eksponowanych na fungicydy obserwowano gtéwnie duzg ilo$¢ glikogenu w
hepatocytach, obecnos$é pecherzykdw o rdznej zawartosci, mitochondria z zatartg lub
zniszczong strukturg oraz fragmentacje RER. Obecnos¢ pecherzykow zawierajgcych czesto
fragmenty zniszczonych organelli oraz komadrek i centréw MM wydaje sie S$wiadczy¢ o nasileniu

procesu "uprzatania" i regeneracji w hepatocytach.

Plastyczno$¢ morfologii watroby ryb wywotanej czynnikami srodowiskowymi byta
stwierdzana przez autoréw (Ferreira i wsp., 2010; Hejduk i Svobodova, 1980; van Leeuwen i
wsp., 1986). Wedtug wielu autoréw (Biagianti-Risbourg i Bastide, 1995; Capkin i wsp., 2010;
Ferreira i wsp., 2010; Oulmi i wsp., 1995; Poleksi¢ i Karan,1999) ekspozycja réznych gatunkéw
ryb na bardzo rdine pestycydy byta przyczyng przekrwienia, zastoju zéfci, wakuolizacji i
nekrozy narzadu. W hepatocytach za$ obserwowano matg ilos¢ RER i jej fragmentacje,
reorganizacje chromatyny w jadrach komdrkowych, obecno$¢ badz brak glikogenu czy
uszkodzenie bton komodrkowych. Czasem obecne byly tez krople ttuszczu reorganizujgce

hepatocyt.

Zmiany patologiczne w watrobie opisywane przez wymienionych autoréw oraz
obserwacje wfasne wskazujg na podatnos¢ narzadu na uszkodzenia spowodowane
zanieczyszczeniem wéd powierzchniowych pestycydami. Charakter zmian, ich nasilenie oraz
regeneracja narzadu wydaja sie zaleze¢ od rodzaju pestycydu i jego stezenia, czasu ekspozycji,
gatunku ryb i od parametréw srodowiska, a takze podatnosci osobniczej, chociaz
obserwowane w badaniach wtfasnych zmiany patologiczne to przede wszystkim zaburzona

struktura mitochondriéw, niezaleznie od rodzaju fungicydu.

Nerka tutowiowa ryb odgrywa decydujaca role w usuwaniu z organizmu metabolitéw

ksenobiotykéw. W badaniach wtasnych obserwowano najczesciej zmiany w nabtonku
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kanalikéw nerkowych, a w komadrkach tych - zatarcie struktury mitochondriéw, fragmentacje
RER i w okolicy rabka szczoteczkowego obecnosé licznych fragmentéw btonowych. W
strukturze nerki tutowiowej ryb znajduje sie réwniez tkanka krwiotwdrcza. Wptyw fungicyddéw
na te tkanke manifestowat sie poczgtkowym jej rozplemem, a nastepnie rozluznieniem jej
podscieliska facznotkankowego i odseparowaniem sie od czesci wydalniczej. Komorki
hematopoetyczne byly zmienione patologicznie pod wzgledem ksztattu, struktury oraz czesto

ich jader.

W dostepnej literaturze rzadko ocenia sie wptyw fungicydéw na nerke tutowiowa ryb.
Obserwacje innych autoréw wskazujg na wptyw réznych pestycydéw na wymieniony narzad
(Capkin i wsp., 2010; Gomez i wsp., 1998; Oulmi i wsp., 1995; Poleksi¢ i wsp. 1999). Najczesciej
obserwowano: degeneracje komodrek kanalikdow nerkowych, znieksztatcony ktebuszek z
rozszerzong przestrzenia moczowg, zwiekszong ilos¢ CMM, ogniskowa nekroze oraz
degeneracje tkanki krwiotwdrczej. W komdrkach nabtonkowych kanalikdw nerkowych
obserwowano wzrost wielkosci jadra i obecnej w nim heterochromatyny, proliferacje aparatu
Golgiego, reorganizacje RER i jej fragmentacje, zmniejszenie ilosci mitochondriow oraz
peroksysomow, a takze wystepowanie atypowych lizosomow. W czesci krwiotwdrczej niektore

granulocyty miaty jasne elektronowo granule.

Wydaje sie, ze wptyw pestycyddéw, w tym fungicydéw, na strukture nerki tutowiowej
ryb jest bezsprzeczny, a charakter, nasilenie zmian i czas regeneracji zalezy od rodzaju

pestycydow, jego stezenia i wrazliwosci osobniczej.

Na podstawie przegladu literatury i wynikéw badan wtasnych wydaje sie, ze efekty
koncowe wptywu badanych fungicydéw i innych pestycydéw na organizm ryb sg trudne do
przewidzenia. Nie wykazujg charakterystycznych cech i zalezg od bardzo wielu czynnikéw, stad

trudno doszukac sie typowych biomarkeréw ekspozyciji.
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Z przeprowadzonych badan wynikajg nastepujgce wnioski:

1. Ekspozycja karpi na subtoksyczne stezenia wybranych fungicyddw jest przyczyna
dtuzej utrzymujacych sie zmian patologicznych w strukturze badanych narzadéw ryb,

ktore manifestujg sie:

- w skrzelach - hiperplazjg i hipertrofig blaszek oddechowych oraz rozszerzeniem
naczyn krwionosnych;

- w watrobie - zatarciem struktury mitochondriow i fragmentacja RER oraz
odseparowaniem trzustki od migzszu watroby;

- W nerce - zatarciem struktury kanalikdw nerkowych, oddzieleniem czesci wydalniczej

od krwiotwdrczej oraz zmianami w komaérkach hematopoetycznych.

2. Ekspozycja karpi na subtoksyczne stezenia wybranych fungicydéw wywotuje reakcje
stresowg w organizmie eksponowanych ryb. Wyraza sie ona przejsciowymi zmianami w

zakresie badanych wskaznikdw metabolicznych i hematologicznych.

3. Powrét wskaznikbw metabolicznych do wartosci kontrolnych wskazuje na
uruchomienie proceséw adaptacyjnych, a obecnos¢ CMM i pecherzykdw z rding
zawartoscig w badanych narzadach migzszowych swiadczy o toczgcym sie procesie

naprawy i regeneracji w organizmie karpi.

4. Zastosowanie w ocenie toksycznego wptywu fungicydéw na organizm karpia wielu

parametrow pozwala oceni¢ wptywu danego fungicydu na caty organizm ryb.
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Fungicydy sg wazng grupg S$rodkéw ochrony rodlin stanowigcg druga, pod
wzgledem ilosci sprzedawanych preparatéw, klase pestycydéw. Szeroka skala
stosowania tych zwigzkéw stwarza potencjalne niebezpieczenstwo wystgpienia
niekorzystnych skutkéw dla srodowiska i zyjacych w nim organizmoéw. Fungicydy
dostajg sie do wdd powierzchniowych w sposéb niezamierzony, gtéwnie w wyniku
znoszenia kropli cieczy opryskowej w czasie wykonywania zabiegéw agrochemicznych
oraz na drodze sptywu powierzchniowego. Pomimo niewielkiej toksycznosci dla
ssakéw, fungicydy stanowig realne zagrozenie dla fauny wodnej, w tym ryb. Celem
pracy byto zbadanie wptywu wybranych, czesto stosowanych w rolnictwie fungicydéw

na organizm karpia.

Badania zostaty wykonane na rybach z gatunku karp (Cyprinus carpio Linnaeus,
1758), o masie ciata 60 + 10 g, w warunkach akwaryjnych. Ryby podzielono na trzy
grupy doswiadczalne (eksponowane na wybrane fungicydy) i jedng kontrolng. Ryby
eksponowano przez okres 14 dni na mankozeb, prochloraz i tebukonazol w stezeniu 1
mg "1 mg I"i2,5 mg I odpowiednio. Nastepnie ryby przeniesiono do czystej wody
na 30-dniowy okres rekonwalescencji. Po uprzedniej dekapitacji ryb, pobierano prébki
narzgdéw po 3. dniach (skrzela) i 14. dniach ekspozycji (skrzela, watrobe i nerke
tutowiowg) oraz po okresie rekonwalescencji (skrzela, watrobe i nerke tutowiowg).
Przyzyciowo prébki krwi obwodowej pobierano do analiz wielokrotnie w trakcie
trwania ekspozycji oraz po 30. dniach rekonwalescencji. Wykonano szereg oznaczen
parametrow metabolicznych i hematologicznych. W osoczu krwi oznaczono stezenia:
kortyzolu, glukozy, tréjglicerydéw oraz biatka ogdlnego. Ponadto oznaczono aktywno$é
aminotransferazy asparaginianowej (AST) i alaninowej (ALT). We krwi pobranej z serca
zwierzgt oznaczono liczbe krwinek czerwonych (RBC) i biatych (WBC), stezenie
hemoglobiny (Hb), hematokryt (Ht) oraz wyliczono wskazniki czerwonokrwinkowe:
MCV, MCH, MCHC. Natomiast w badaniu mikroskopowym oceniono rozmazy krwi

obwodowej ryb oraz wyznaczono leukogramy. Uzyskane wyniki poddano analizie
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statystycznej przy uzyciu programu STATISTICA 10.0 PL. W ocenie statystycznej

przyjeto poziom istotnosci statystycznej a = 0,05.

Na podstawie wynikéw badan wykazano przejsciowy na ogdt wptyw wybranych
fungicyddw na wiekszos¢ badanych wskaznikéw fizjologicznych w  okresie
doswiadczalnym. Najistotniejsze zmiany obserwowano w przypadku stezenia glukozy i
trojglicerydéw. Wykazano réwniez wptyw wybranych fungicydow, w subtoksycznych
ich stezeniach, gtéwnie na: liczbe krwinek czerwonych i biatych, poziom hematokrytu
oraz stezenie hemoglobiny.Przeprowadzone badania aktywnosci AST i ALT oraz
badania histopatologiczne watroby wykazaty, ze wybrane fungicydy, w zastosowanych
stezeniach, nie wykazuja wyraznego dziatania hepatotoksycznego. W hepatocytach

obserwowano wptyw badanych fungicydédw na mitochondria i RER komérek.

W oparciu o uzyskane wyniki obserwacji zmian patologicznych wykazano, ze
fungicydy wptywajg destrukcyjnie na strukture blaszek oddechowych listka
skrzelowego, a przede wszystkim na komérki nabtonka oddechowego. Dziatanie
fungicyddw na tkanke manifestowato sie obrzmieniem komdrek nabtonka
oddechowego i zanikiem w nich mikrofatd oraz znacznym rozszerzeniem naczyn
wtosowatych. W nerce tutowiowej obserwowano wptyw fungicyddéw przede wszystkim
na nabtonek kanalikdw nerkowych w formie obrzmienia komédrek. W tkance
krwiotworczej nerki  tutowiowej obserwowano  rozluznienie  podscieliska

facznotkankowego i destrukcje pojedynczych komérek hematopoetycznych.

Ekspozycja ryb na badane fungicydy wydaje sie by¢ przyczyng przejsciowych
zmian fizjopatologicznych w organizmie karpia, niezaleznie od zastosowanego
fungicydu. Wptyw pestycyddw na zmiany poszczegdlnych parametréw metabolicznych,
hematologicznych i patomorfologicznych oraz czas ich utrzymywania sie wydajg sie

zaleze¢ od rodzaju zastosowanego fungicydu.
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SUMMARY

Toxicological evaluation of fungicides on common carp.

Fungicides are an important group of plant protection, constituting a second
class of pesticides in terms of quantities sold preparations. As they are used in large
amounts in agriculture, the evaluation of their toxic effects is of major concern to
environmental safety. Fungicides may enter the aquatic environment via drops drift
and runoff. Fungicides are usually non-toxic or mild toxic to mammals; however they
can produce toxic effects in aquatic organisms, including fish. The aim of the present

study was to investigate the toxic effect of chosen fungicides to common carp.

The experiments were conducted on individuals of common carp (Cyprinus
carpio Linnaeus, 1758), with a mean weight of 60 + 10 g in aquaria condition. Fish were
divided into 3 equinumerous experimental groups and the control group. Fish were
exposed for 14 days on mancozeb, prochloraz and tebuconazole in following
concentrations: 1 mg "1 mg I and 2,5 mg I respectively. After that, fish were
transferred to water without fungicides for 30 days of recovery period. Samples of
tissue were collected from fish after 3 days (gill), 14 days of exposure (gill, liver and
posterior kidney) and the end of recovery period (gill, liver and posterior kidney).
Peripheral blood of treated fish was collected many times during exposure and also at
the end of recovery period. Following biomarkers of metabolism were measured:
glucose, triglycerides, total proteins, activities of and aspartate aminotransferase (AST)
alanine aminotransferase (ALT). As well as hematological parameters such as the total
number of erythrocytes (RBC), total number of leukocytes (WBC), hematocrit value
(Hct), total hemoglobin concentration (Hb), mean corpuscular hemoglobin (MCH),
mean corpuscular volume (MCV), mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC)
and leukograms were determined at once. Microscopy study of blood cell were also
performed. Results were analyzed at the level of significance a = 0.05 using STATISTICA

10 program.

Exposure to fungicides affected physiological parameters of common carp;

however it was a temporary state. The main changes were determined in glucose and



STRESZCZENIE

triglycerides fluctuations as well as RBC, WBC, Hct and Hb alternations. Results of AST
and ALT activities and liver histopathology showed that chosen fungicides are not
acting strictly hepatotoxic. In hepatocytes of treated fish there were observed
disruptions of RER and mitochondria structure. Based on the results of gill lesions, it
has been determined destruction of the gill epithelium and the lamellae structure. The
most adverse effect of fungicides were the hypertrophy, disruption of pavement cells
microridges and capillary dilatation. At kidney the prominent effect was an
enlargement of renal epithelial, dysfunction of hematopoietic structure and

destruction of hematopoietic cells.

The fish exposure to tested fungicides seems to cause temporary changes on
common carp physiology, regardless of the kind of fungicides. The effects of pesticides
on changes and the time of their persistence in metabolic or hematological parameters

alternations and pathomorphology seem to depend on the type of fungicide.
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Spis fotografii:

Fot. 1. Fragment listka skrzelowego karpia grupy kontrolnej wraz z blaszkami oddechowymi
(BO). Widoczne kapilary wypetnione krwinkami (K). Nacieki komérkowe pomiedzy blaszkami
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Fot. 2. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na mankozeb. Kapilary (K) wypetnione elementami morfotycznymi. Nacieki komadrkowe (NK)
pomiedzy blaszkami oddechowymi (BO) i obecnos¢ komérek chlorkowych (KCH). Destrukcja
nabtonka oddechowego (D) na kofcach blaszek. ..........coocuieiieiiiiieiie e 31
Fot. 3. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi (BO) karpia po 14. dniowej
ekspozycji na mankozeb. Nieco rozchwiana struktura podporowa (strzatki), przekrwienie
blaszek, destrukcja nabtonka 0ddechoWego (D).......ccuueieeiiieiieciiiee e 32
Fot. 4. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. Bardzo duze nacieki komérkowe (NK) pomiedzy
blaszkami oddechowymi (BO). Rozszerzone i uszkodzone korice blaszek oddechowych (D)..... 32
Fot. 5. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na prochloraz. Silne przekrwienie narzadu rujnujace strukture blaszek (BO), odstawanie
nabtonka oddechowego od struktury podporowej (strzatki), miejscowa destrukcja blaszek
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Fot. 6. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 14. dniowej ekspozycji
na prochloraz. Rozchwianie struktury podporowej (strzatki) blaszek oddechowych (BO) oraz
MiejSCOWa iCh deStrUKCIA (D). cooveeiieeeiieeeiee ettt ettt e s e e tae e sate e e ba e e sase e s teeebaeesareean 34
Fot. 7. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Rozszerzone korice blaszek (BO), czesciowa
destrukcja nabtonka oddechowego (D) i rozchwiana struktura podporowa(strzatki)................ 34
Fot. 8. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Obrzmienie (strzatki) i uszkodzenie nabtonka
oddechowego blaszek (BO). Rozszerzone i wypetnione elementami morfotycznymi kapilary (K).

Fot. 9. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniowej ekspozycji
na tebukonazol. Rozchwiana struktura (strzatki) oraz czesciowa destrukcja (D) odcinkéw
koncowych blaszek oddechowych (BO). Obecne pojedyncze komérki chlorkowe (KCH). ......... 35
Fot. 10. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 14. dniowej
ekspozycji na tebukonazol. Obrzmiate korice blaszek (BO) z destrukcjg nabtonka oddechowego
(D) i rozszerzonymi Kapilarami (K).......eeeeecueerieiiiie ettt et e et et e e are e 36
Fot. 11. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Obecnos¢ réznej wielkosci naciekéw
komaérkowych (NK) pomiedzy blaszkami (BO). Rozchwiana struktura podporowa blaszek
(strzatka), obrzmienie i destrukcja nabtonka oddechowego (D)......cccveeeeeiieiiicciiiieeciiiee e, 37
Fot. 12. Elektronogramy nabtonka oddechowego blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej.
Sciste na ogét przyleganie do siebie réznych komérek blaszki. Obecna komérka chlorkowa
(KCH) i granulocyt (G). 9900 X i 8200 X....cccuveeeeiiiieeeiieeeeeiiteeeeeereeeeesseeeeessseeesssseeesesssseesssssssanns 38
Fot. 13. Elektronogramy nabtonka oddechowego blaszki oddechowej karpi grupy kontrolne;j.

A. Komdrka $luzowa (KS). 6000 x. B. Komérka chlorkowa (KCH) z licznymi mitochondriami (M).
L1500 X teeiureeeieeeniee ettt esteesteeesteesteessbaeesbee s bee et tee s bae e hbeesatee s baeesabee e baeeaatee e beeenabeenateestaeenabeen 39
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Fot. 14. Elektronogram blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej. Widoczne komarki
nabtonkowe (NO) scisle przylegajgce do komérki podporowej (KP) i kapilary (K). 6000 x......... 40
Fot. 15. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowej ekspozycji na mankozeb.
RozluZnienie struktury blaszki. Widoczne: znieksztatcone i ulegajgce fragmentacji komorki
nabtonka oddechowego (NO) oraz komérki podporowe (KP), pojedynczy granulocyt (G)

i rozszerzone kapilary (K) ze zmienionymi patologicznie krwinkami. 8200 X..........ccccceeevvveernnenn. 41
Fot. 16. Elektronogram nabtonka oddechowego karpi po 3. dniowej ekspozycji na mankozeb.
W rozluznionej strukturze nabtonka oddechowego (NO) widoczna komdrka $luzowa (KS)
wypetniona wydzieling i Neutrofil (N). 8200 X.......ccccueeveieiieeeiieeeieeeree e steeecee e sreeeae e esreeeseee e 41
Fot. 17. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb.
Rozluznienie struktury blaszki, fragmentacja i ztuszczanie sie komadrek nabtonkowych (NO),
zniszczona komédrka podporowa (KP), rozszerzone kapilary (K) wypetnione zmienionymi
patologicznie Krwinkami. 6000 X...........eeeeciueeeeeiiiieeeeiireeeeiieeeessseeeeesseeseessseeesssseeesasssssesasssssenns 42
Fot. 18. Elektronogram nabtonka blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na
mankozeb. Zwarta struktura nabtonka z obecnymi komaérkami chlorkowymi (KCH) przy jego
powierzchni oraz granulocytem obojetnochtonnym (G). W komérce nabtonkowej obecne
pojedyncze pecherzyki z fragmentami organelli (P).6000 X.......c.ceeeeevveeeeiiireeeeiirireeeeiveeeeeceveeeean 43
Fot. 19. Elektronogramy nabtonka blaszki oddechowej karpi po rekonwalescencji po ekspozycji
na mankozeb. Widoczna zwarta i rozluzniona struktura tkanki, w komédrkach nabtonka obecne
pecherzyki (P), a pomiedzy nimi komarki chlorkowe(KCH). 6000 X........ccccvuveeeecrvieeeicrieeeeenneeenn. 44
Fot. 20. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
mankozeb. Widoczne pojedyncze granulocyty (G) w rozluznionej strukturze nabtonka (NO).
0 PSSR 44
Fot. 21. Elektronogram nabtonka blaszki oddechowej karpi po 3. dniowej ekspozycji na
prochloraz. W rozluznionej strukturze nabtonka oddechowego (NO) obecne komérki sluzowe
(KS) w réznej fazie tworzenia $IUZU. 4200 X. ......ceeveueeeereeeeeeeieeeeeeeseeseeesesssseeseessesaesssesseseseeesseeens 45
Fot. 22. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowej ekspozycji na prochloraz.
Rozluznienie struktury blaszek, miejscowe odstawanie komérek nabtonka oddechowego (NO)
od rusztowania podporowego. Zmienione patologicznie i przemieszczone komérki podporowe
(KP). Silnie rozszerzone kapilary (K) z licznymi, obrzmiatymi i prawidtowymi erytrocytami (E).
2550 X 0 5000 X..veeevreerureeeireeeateeeiteeesteeessseeesseeessseeasseeeasseessesessteeasseeeasaeeateeeaseeeaseeeaseeeseeeeareeesnees 46
Fot. 23. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz.
Kapilary (K) rozszerzone i wypetnione obrzmiatymi erytrocytami (E). 9900 X.........cccveevrveennenn. 47
Fot. 24. Elektronogram nabtonka oddechowego karpi po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz.
Zwarta struktura nabtonka (NO); pomiedzy komérkami liczne komérki $luzowe (KS) w réznym
stadium tWorzenia SIUZU. 2550 X...vvivcviiiiieeniieeiieeniee et esteeeieeesteesieessateesbaeesabeesbeesnaseesabeesnes 47
Fot. 25. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Silnie wyrazone i umiarkowane rozluznienie struktury, destrukcja pojedynczych
komarek nabtonkowych (D). 9900 X i 6000 X. ....ccveeeereeerireeiireeeirreeeireeesrreesreeeeseeesreesseeessseeseseeas 48
Fot. 26. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. W komadrkach chlorkowych widoczne aparaty Golgiego (AG) wraz z pecherzykami i
mitochondriami (M) o prawidtowe;j i zatartej strukturze. 16500 X i 9900 X. ......ccovvevcreeerrveernnennn 48
Fot. 27. Elektronogramy blaszek oddechowych karpi po 3. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Rozluznienie struktury blaszek, obecny w nabtonku granulocyt (G) oraz komérka $luzowa (KS),
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rozszerzone i wypetnione krwinkami kapilary (K) rujnujace strukture podporowg blaszki
0ddechowe]. 6000 X i 4200 X....cecceuveeeeiirreeeeiireeeeiireeesaiureeesassseessaasseeesasssseesssssessesssesssessssessssssenes 49
Fot. 28. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 3. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Zwarta struktura nabtonka oddechowego (NO). Rozszerzone i potaczone kapilary (K) z
obecnymi w nich prawidtowymi i zmienionymi patologicznie erytrocytami (E). 2550 x............ 50
Fot. 29. Elektronogramy nabtonka oddechowego karpi po 14. dniowej ekspozycji na
tebukonazol. Zwarta struktura nabtonka (NO), obecne granulocyty (G), pojedyncza komérka
$luzowa (KS) oraz komarka chlorkowa (KCH). 6000 X. ....c.vevevereeeeeiereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeressesesenes 50
Fot. 30. Elektronogram blaszki oddechowej karpi po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Rozszerzone i szczelnie wypetnione elementami morfotycznymi kapilary (K) otoczone zwartym
nabtonkiem oddechowym (NO). 6000 X. ......ccccccuieeeeiiiieeeeiiieeeeiiieeeeeireeeessreeesssseeessssseeesssssneenns 51
Fot. 31. Elektronogramy: blaszki oddechowej i nabtonka karpi po rekonwalescencji po
ekspozycji na tebukonazol. Tkanka nabtonkowa (NO) o zwartej budowie, z licznymi
granulocytami (G), komérkami $luzowymi (KS) i chlorkowymi (KCH). Kapilary (K) silnie
rozszerzone i wypetnione obrzmiatymi erytrocytami (E). 4200 X. ....ccovveevreeeirveenieesieeeciiee s 52
Fot. 32. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia grupy kontrolnej. A
Utozenie blaszek oddechowych (BO) na listku skrzelowym (PVC). 500 x. B. Widoczne komorki
nabtonka oddechowego (NO) i komérki PVC powierzchni bocznej. Niewielkie nacieki
komoérkowe (NK) pomiedzy blaszkami oddechowymi. 1500 X.........ccccueeeeiiiveeeeiirveeeeiiiieeeeeiveeen. 53
Fot. 33. Fragment blaszki oddechowej karpia grupy kontrolnej. Widoczne komérki nabtonka
oddechowego (NO) z ich charakterystycznymi mikrofatdami. 5000 X.........cccceeeeevrveeeeeirveeeennnen. 54
Fot. 34. Komérki PVC nabtonka bocznej powierzchni listka skrzelowego karpia grupy kontrolne;j.
Charakterystyczny uktad mikrofatd na ich powierzchni. Niewielkie iloéci $luzu na nabtonku (S).
3500 Xe euveeeurererureeeiteenteesteeesbeesbteehae e s bee e bt e e sa b e e e ba e e st e e s bte e ate e e bee e hbee s bee e bbeesabeeebaeeanreeenaeenares 54
Fot. 35. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniach ekspozycji
na mankozeb. Pogrubione blaszki oddechowe (BO) i zmniejszone przestrzenie
miedzyblaszkowe. Blaszki oddechowe pokryte duzg iloscig $luzu (S). 750 X. c.ovevevevevereveeeerernnne. 55
Fot. 36. Fragment blaszki oddechowej karpia po 3. dniach ekspozycji na mankozeb. W
komarkach nabtonkowych widoczne miejsca obrzmienia (O), utraty mikrofatd i sfatdowania
bton KOMOIKOWYCH. 3500 X. ..eiiiuiiieiiciiiieeciieie ettt e e e e e et e e e e tr e e e sstaeeeesabaeeeesabaeeesnanseeeens 56
Fot. 37. Blaszki oddechowe karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Zmienione
patologicznie komdrki nabtonkowe: z nielicznymi lub pozbawione mikrofatd, o zwiekszonych
rozmiarach, ptaskie lub ze sfatdowang i wygrzbiecong powierzchnig (strzatki). 750 x. ............. 57
Fot. 38. Fragment blaszki oddechowej karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Rdzny
stopien obrzmienia komdrek nabtonka (O). 5000 X........cccvveeeiuieerireeeiieeeireeeeireeereeecreeesaveesvee e 57
Fot. 39. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniowe] ekspozycji na
mankozeb. Zapadanie sie i wygrzbiecanie powierzchni komérek PVC w skutek ich obrzmienia
(0). Niewielkie zaburzenie uktadu mikrofatd. 3500 X. .....ccccereevreereiiieeeeeiireee e eevreee e 58
Fot. 40. Blaszki oddechowe karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb.
Zrdznicowany ksztatt komérek nabtonka oddechowego (NO) z réznym stopniem utraty
MIKFOTAtd. 1500 X. veeevuveeriieiriieinitenieeeriteesteeesiteesteesbeeestbeesateesabteesabeesabaeensteesabaeessseesaseesnsseesseenn 59
Fot. 41. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na mankozeb. Pole mukosekrecyjne z licznymi komérkami $luzowymi (KS). 350 x.
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Fot. 42. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na mankozeb. Pofatdowana powierzchnia komdrek PVC. 3500 X.......cccceeeeuvveeenn. 60
Fot. 43. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po 3. dniach ekspozycji
na prochloraz. Obecnos$¢ duzych naciekéw komorkowych (NK) miedzy blaszkami (BO) i
catkowity brak przestrzeni miedzyblaszkowych. 350 X. .....ccccveeeiiiieeeeiieee e 61
Fot. 44. Blaszki oddechowe karpia po 3. dniach ekspozycji na prochloraz. Obecny $luz (S)
POokrywajgcy blaszKi (BO). 750 X. ...eeeicueeeeriieeeeeiiieeeeiieeeeectreeessitaeeeesasseesessseeessnsseeesssseeesnnssneenns 61
Fot. 45. Blaszki oddechowe karpia po 14. dniach ekspozycji na prochloraz. Wydtuzone korice
blaszek; zréznicowane ksztatty i wielko$¢ komdrek nabtonka oraz obecno$é w nich
pojedynczych mikrofatd lub ich brak (NO). 1000 X. ......ceeeiiuiiiieiiiieeeiiiee e 62
Fot. 46. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
prochloraz. Pofatdowana powierzchnia nabtonka i rézne ksztatty komérek PVC. 3500 x. ........ 63
Fot. 47. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
prochloraz. Liczne komérki §luzowe (KS) u podstaw blaszek oddechowych (BO) w réznej fazie
aktywnosci MUkosekrecyjnej. 1000 X......eeeeecueeeriuueeeiiirieeeesiireeeessreeeesssreeesssssessessseessssseesssssenes 63
Fot. 48. Blaszki oddechowe karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Obrzmiate i lekko falujgce sie blaszki (BO) oraz obecne na nich powiekszone, ptaskie i
pozbawione mikrofatd komadrki nabtonka oddechowego (strzatki). 750 X. ....ccceevveercreeeirveennnenn. 64
Fot. 49. Fragment listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Granica pomiedzy podstawg blaszek oddechowych (BO) i powierzchnig boczng
listka. Widoczny naciek komérkowy (NK) miedzy blaszkami oraz ptaskie, pozbawione mikrofatd
KOMOTKI PVC. 2000 X. ..eevvveeeiireiieeeieeeseeestesesteeesueeesteeessseesssesssseessssessnsesesseessnsessssssessesssseessssess 64
Fot. 50. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na prochloraz. Rézne potozenie komédrek PVC w strukturze nabtonka. 5000 x. .. 65
Fot. 51. Blaszki oddechowe karpia po 3. dniach ekspozycji na tebukonazol. A. Obrzmiate korice
niektérych blaszek (BO) oraz obecne przestrzenie miedzyblaszkowe. 1000 x. B. Zréznicowana
powierzchnia komérek nabtonka oddechowego (NO) i pofatdowanie ich bton komérkowych
(BK). 5000 X. 1.uvveeeureeeirereseeesteeesueeesseeessesessessssesesssesassesessseesssesassesssnsessssesesssesassesessseesssessseessssess 66
Fot. 52. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 3. dniach ekspozycji na
tebukonazol. Wgtebione komdrki PVC proksymalnej czesci listka. 5000 X.....ccceeevvevveeeriveeeennnns 66
Fot. 53. Blaszki oddechowe karpia po 14. dniach ekspozycji na tebukonazol. Wydtuzone korce
blaszek (BO), zmienione ksztatty komdrek nabtonkowych i brak w nich charakterystycznych
MIKFOTATO. 750 X. eveiiiiiiiieeiite ettt ettt sttt sbe e et esate e sbt e e sabeesbaessabeesabaeesabeesabaesnsaeesareens 67
Fot. 54. Fragmenty powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po 14. dniach ekspozycji na
tebukonazol. A. Rézne potozenie komédrek PVC w strukturze nabtonka oddalonego od blaszek.
B. Rézny wyglad komérek PVC w okolicy podstawy blaszek oddechowych oraz utrata
charakterystycznego wzoru mikrofatd. 3500 X. .......ccocciiieiiiiiieeiiiiee e 68
Fot. 55. Fragment listka skrzelowego z blaszkami oddechowymi karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. A. Wydtuzone korice i nieznaczne sfatdowanie
blaszek oddechowych (BO). 350 x. B. Sfatdowanie powierzchni komdérek nabtonka
oddechowego (NO), brak mikrofatd. 3500 X.........cceeeereeiiiieeiieeeirieecreeereeesireesreeesaeeesareeeveeeeenas 69
Fot. 56. Fragment powierzchni bocznej listka skrzelowego karpia po okresie rekonwalescencji
po ekspozycji na tebukonazol. Komérki PVC z charakterystycznymi mikrofatdami, nieznaczne
réznice w potozeniu komadrek w strukturze nabtonka. 5000 X. .....cccccvveeeeiiiieieeiiieeeeciee e 70
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Fot. 57. Watroba karpia grupy kontrolnej. Widoczna budowa komdérkowa, duze naczynie
krwionosne (NK) oraz naczynia sinusoidalne (NS). 400 X......cccecvueeeeiiiieeeeiiieeeeeireeeesireeeeeeveeeenn 71
Fot. 58. Wyspa trzustkowa (T) w migzszu watroby karpia grupy kontrolnej. W pecherzykach
wydzielniczych ziarna zymogenu (ZZ). 200 X.....ccueeecveeeevieiiieeeiieesieeeieeessesessaeesseesssesssssesssseesnns 72
Fot. 59. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Widoczna zwarta
budowa komdrkowa czesci watrobowej i trzustkowej. W czesci watrobowej rozszerzone
naczynia sinusoidalne (NS) oraz miejscowe zatarcie jej struktury (Z). Wyspa trzustkowa (T)
ogniskowo oddzielona od czesci watrobowej, z widocznym naczyniem krwionosnym (NK),
pecherzykami wydzielniczymi z licznymi ziarnami zymogenu (ZZ) oraz miejscowe zatarcie
struktury trzustki i dUZe CIMIML. 400 X. ....oeeeeeeiiieeeciiee e eeiie e e eeite e e eetee e e e eteee s esabee e s eebaee e eensaaeeennrenas 73
Fot. 60. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. W
czesci watrobowej widoczne komérki MM i CMM oraz wakuole (W). Réznobarwliwo$é narzadu.
L0 1 S PTSRR 73
Fot. 61. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Rozszerzenie naczyn
sinusoidalnych (NS), miejscowe zatarcie struktury komaorkowej (Z) i liczne wakuole (W) w
MIGZSZU WLFODY. 400 X..oouviieeieiiiieeeciiee e ettt e e ettt e e e ctee e e eettaeeeeataeee e ataeeessasaeeesansaeeesanssseesannsneenan 74
Fot. 62. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Przekrwienie
narzadu. Oddzielenie wyspy trzustkowej (T) od migzszu watroby, miejscowe zatarcie struktury
watroby i trzustki (Z). Pecherzyki wydzielnicze z licznymi ziarnami zymogenu (ZZ) i CMM w
EPZUSTCE. 400 X. ceiiieeiiiieieee ettt e e ettt e e e e e s ettt e e e e s e s an bbbt e e e e e s e e annbe e teeeeeeeaannreeeeeeeeeeannrnee 74
Fot. 63. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Przekrwienie narzadu i oddzielenie wyspy trzustkowej od migzszu watroby. Ogniskowe zatarcie
struktury watroby i trzustki (Z). Duze CMM W trzustce. 400 X. ....ccceeeeevieeeeecrieeeeeiieeeeeieee e e 75
Fot. 64. Watrobotrzustka karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol. Oddzielenie wyspy
trzustkowej (T) od migzszu watroby, ogniskowa destrukcja hepatocytow i komérek trzustki (D).
Naczynie krwionosne trzustki wypetnione krwinkami (NK) i obecne pojedyncze CMM. 400 x. 76
Fot. 65. Watrobotrzustka karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol.
Oddzielenie wyspy trzustkowej (T) od migzszu watroby. W migzszu narzadu widoczne
rozszerzone naczynia sinusoidalne (NS), wakuole (W) oraz miejsca zatarcia struktury (Z); CMM
W EFZUSTCE. 400 X. weeiiiiiieiiiiiiiiitet ettt st e e s e s s e e e e e e s s r et e e e e s e s annenee 76
Fot. 66. Elektronogram hepatocytu karpia grupy kontrolnej: centralnie utozone jadro
komadrkowe (JK) otoczone RER. Liczne mitochondria (M) z grzebieniami, aparat Golgiego i
pecherzyki wydzielnicze (AG). oraz bardzo liczne ziarna glikogenu (G). 7000 X. .......cccceevveennee. 77
Fot. 67. Elektronogram hepatocytdw karpia grupy kontrolnej: pole sitowe (PS) z
mitochondriami (M) i RER. Q900X. ....cuevieirurieeiiieieeiireeeeeireeseesreeeeessseesesssseeesssssrsesssssssesssssesenns 78
Fot. 68. Elektronogram hepatocytu karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Widoczne
jadro komarki z nieprawidtowo rozmieszczong chromatyng (JK), obrzmiate i z zatartg strukturg
mitochondria (M) oraz rozfragmentowana miejscami RER . Liczne ziarna glikogenu (G). 5600 x.

Fot. 69. Elektronogram hepatocytu karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
mankozeb: widoczne prawidtowe jadro komarkowe (JK), mitochondria (M) z réznym stopniem
zatarcia struktury, krétkie fragmenty RER, pecherzyki o zréznicowanej zawartosci (P), aparat
Golgiego (AG) z licznymi cysternami przy polu sitowym (PS). 8000 X........ccccvvreeeeirereeeeireeeeeennnen. 80
Fot. 70. Elektronogram hepatocytdw karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
mankozeb - liczna i pofragmentowana RER z ogniskowo rozmytg strukturg (Z) i poszerzonymi
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przestrzeniami miedzy btonami, nieprawidtowe jadro komarkowe (JK) oraz mitochondria (M)
prawidtowe i o zmienionej strukturze , ciemne elektronowo pecherzyki (P). 11500x............... 80
Fot. 71. Elektronogramy hepatocytéw karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. A.
Widoczne jadro komérkowe (JK) z jasng elektronowo chromatyna, liczne ziarna glikogenu (G),
pofragmentowana RER w okolicy jgdra komdrkowego i mitochondriéw. Mitochondria z zatarta
strukturg 10000 x; B. Mitochondria (M) obrzmiate i z uszkodzong strukturg. 14000 x.............. 82
Fot. 72. Elektronogram hepatocytu karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
prochloraz. Widoczne: obrzmiate mitochondria (M), z zatartg lub destrukcjg struktury
wewnetrznej, fragmentacja RER i jej odstawanie od mitochondridw, ogniskowa liza cytoplazmy
(L), pecherzyk o zréznicowanej zawartosci (P), liczne ziarna glikogenu (G). 18000 x................. 83
Fot. 73. Elektronogramy hepatocytéw karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol.
Widoczne: prawidtowe i nieprawidtowe jagdra komaérkowe (JK) i mitochondria (M), zubozenie
cytoplazmy w organella, krople ttuszczu (T) i pecherzyki o zrédznicowanej gestosci elektronowej
I ZAWAITOSCH (P). 8000 X..eeeevveeeeeiiieeeeiitieeeeetteeeesteeeeeetteeeeesssaeeeeassaeeaeaasseseeassseesansseeesansseeesassenenan 84
Fot. 74. Elektronogramy hepatocytdow karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na
tebukonazol. A. Widoczne prawidtowe jagdro komérkowe (JK), mitochondria (M) z zatartg
strukturg, pofragmentowana RER. 12500 x; B. Komérki MM tworzgce CMM. 8000 x. ............. 85
Fot. 75. Nerka tutowiowa karpia grupy kontrolnej. Cze$¢ wydalnicza z kanalikami nerkowymi
(KN) i czes¢ krwiotwadrcza (TK) z komdrkami hematopoetycznymi. Obecne pojedyncze komarki

Fot. 76. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na mankozeb. Obrzmienie komédrek
nabtonkowych kanalikdw nerkowych (KN) i ptyn w ich swietle, wypetnione elementami
morfotycznymi ciatka nerkowe (CN) i miejscowo uszkodzona torebka Bowmana. Luzne utkanie
czesci krwiotworczej (TK) i obecnosé w niej komorek MM. .......ccccoovieiiieiiieeccee e 87
Fot. 77. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb.
Kanaliki nerkowe (KN): z obrzmiatymi komérkami nabtonka i $wiattem wypetnionym ptynem z
uszkodzong strukturg oraz otoczone naciekiem komaérkowym (NK). Silny rozplem tkanki
krwiotwadrczej (TK), obecne w niej Komorki MIM. ..........ococuiiiiiiiiieeecieee e 88
Fot. 78. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb:
centrum melanomakrofagowe (CMM) oraz ciata szkliste (CS) w czesci krwiotworczej (TK).
Ogniskowe rozrzedzenie podscieliska facznotkankowego tkanki krwiotwércze,j. ...................... 88
Fot. 79. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na prochloraz. Kanaliki nerkowe z
zatartg lub zniszczong strukturg nabtonka i Swiattem wypetnionym ptynem (KN). Ciatka
nerkowe (CN): obrzmiate, z uszkodzong torebkg Bowmana. Miejscowe rozluznienie
podscieliska tkanki krwiotworczej (TK) i obecne w niej ciata szkliste (CS) oraz duze CMM. ...... 89
Fot. 80. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz.
Kanaliki wydalnicze z obrzmiatymi komdrkami nabtonkowymi oraz swiattem wypetnionym
ptynem, destrukcja pojedynczych kanalikéw (KN). Poszerzenie przestrzeni moczowej w ciatku
nerkowym (CN). Obecne ciatka szkliste (CS). Silny rozplem tkanki krwiotworczej (TK) i
POJEdYNCZE KOMOIKI IMIVL. ..ottt e et e e et e e e bb e e e e ata e e e e aaaeee e nnraeaean 90
Fot. 81. Nerka tutowiowa karpia po 14. dniowej ekspozycji na tebukonazol. Obrzmienie i
zatarcie struktury komoérek nabtonkowych kanalikéw nerkowych, nekroza pojedynczych
kanalikéw (N), obecnos¢ ptynu w swietle kanalikow (KN). Rozplem tkanki krwiotwdrczej (TK) i
miejscowe rozluznienie podscieliska facznotkankowego. Duze CMM. ........ccccccvveeeiciieeeecnnnenn, 90
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Fot. 82. Nerka tutowiowa karpia po okresie rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol.
Kanaliki nerkowe (KN) z zatartg strukturg, swiattem wypetnionym ptynem, znieksztatcone
ciatko nerkowe (CN). Silny rozplem tkanki krwiotwérczej (TK) i miejscowe rozluznienie
podscieliska, AUZE CIMIM.......coiiiiiiie ittt e e et e e st e e s sbae e e ssabaeeesansaeeesnnsaaeeenn 91
Fot. 83. Elektronogram nabtonka kanalikéw nerkowych karpia grupy kontrolnej: komarki
nabtonkowe z prawidtowym jadrem komérki (JK), licznymi mitochondria (M) i przylegajaca do
NICH RER. 7000 X. ..vetitieeiiieeeieeenteesiee ettt esteessteeesaeeessbeeesseeesaseesseessssessseesnseessnseeessseessessnseessssees 92
Fot. 84. Elektronogram nabtonka kanalika nerkowego karpia grupy kontrolnej - czesci apikalna
komorek wraz z rgbkiem szczoteczkowym (RS). 3500 X. ..eccveeecvieerieeeiiieerieeecieeesreesieeesveeesneeas 92
Fot. 85. Elektronogramy czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpia grupy kontrolnej: granica
pomiedzy czescig wydalniczg (W) a krwiotwdrczg (TK) oraz komorki hematopoetyczne. 4200 x. i
o100 P OPUPPPPRPPPPPRE 93
Fot. 86. Elektronogramy nabtonka kanalikow nerkowych (KN) karpia po 14. dniowej ekspozycji
na mankozeb: rézna gestos¢ elektronowa cytoplazmy, mitochondria prawidtowe, z zatarta
strukturg i ulegajgce destrukcji. Pole wydzielnicze z rgbkiem szczoteczkowym (RS) z obecnymi
wewnatrz miejscami z wyraznie mniejszg gestoscia elektronowa, liczne fragmenty btonowe w
poblizu bieguna apikalNego. 10000 X........ccuveeeeiireeeeiieeeeeiirreeeeirreeeesreeeeessseeeessseeesasseeesassseeenas 94
Fot. 87. Elektronogramy czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na mankozeb: granica pomiedzy czescig wydalniczg (W) i krwiotwdrcza (TK) z
wyraznie poszerzong przestrzenig i obecnymi w niej luznymi fragmentami bton. Jasne
elektronowo podscielisko tgcznotkankowe tkanki krwiotwdrczej, zmienione komorki
hematopoetyczne i fragmenty zniszczonych komarek, jasne elektronowo ziarna granulocytéow
(G) oraz nieprawidtowy uktad chromatyny jadrowej w komadrkach (JK). 7000 x i 4200 x. ......... 94
Fot. 88. Elektronogram komérek nabtonkowych kanalika nerkowego karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb: mitochondria (M) prawidtowe i z zatartg
strukturg oraz poszerzenie przestrzeni miedzy grzebieniami; fragmentacja RER; jednolita
gestosé elektronowa jgder komorek (JK). Miejscowe poszerzenie przestrzeni
MiedzykomOArkowych (PIM). 5600 X.......cccecuieeeeiiiieeeiieeeeeiieeeeesteeeeesseeeeessseeesssseessassesesessseeenns 95
Fot. 89. Elektronogramy komodrek czesci krwiotwdrczej nerki tutowiowej karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na mankozeb. Luzne rozmieszczenie komérek
hematopoetycznych oraz ich zmieniony ksztatt. Wolna przestrzen pomiedzy czescig wydalniczg
(W) a krwiotwdrczg (TK) z obecnymi w niej licznymi strukturami btoniastymi. 5600 x i 10000 x.

Fot. 90. Elektronogramy komorek nabtonkowych kanalikéw nerkowych karpia po 14. dniowe;j
ekspozycji na prochloraz. W ragbku szczoteczkowym (RS) miejsca jasne elektronowo, a w jego
czesci Srodkowe]j obecne struktury btoniaste. Mitochondria (M) réznej wielkosci, o prawidtowe;j
lub zatartej strukturze. Obecne pecherzyki sekwestralne (PS) w komadrkach. 10000 x. ............ 97
Fot. 91. Elektronogram komérek nabtonkowych nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na prochloraz. Mitochondria (M) o prawidtowej lub zatartej strukturze oraz z
poszerzong przestrzenig miedzy grzebieniami. Poszerzone przestrzenie miedzy btonami RER i
jej fragmentacja, zmienione jagdra komaérkowe (JK). 10000 X. ......ccceeevreeerreeeireeenieesreeecireesnen 97
Fot. 92. Elektronogram tkanki krwiotwoérczej (TK) nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na prochloraz. Rozluznienie struktury tkanki krwiotwadrczej, zmienione ksztatty
komorek, jasne elektronowo ziarnistosci granulocytdw (G). 5600 X. ......ccccveeeercuveeeeiiereeesiiveeenn. 98
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Fot. 93. Elektronogram komérek nabtonkowych kanalika nerkowego karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Przylegajace do siebie komérki nabtonkowe,
miejscowe rozrzedzenie ich cytoplazmy (C). Mitochondria (M) prawidtowe lub z rozmyta
strukturg. Fragmentacja i rozszerzenie bton RER. 10000 X. .....cccoocveeiiriiieeeiiiieeeeeniieeessveeeeesaveens 99
Fot. 94. Elektronogram komérek nabtonkowych kanalika nerki karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz. Rgbek szczoteczkowy (RS) o zréznicowanej
gestosci elektronowej (Strzatki). 7000 X......cccueeeiecieeieiiieeeceiiee e eeiee e eere e e rree e e rae e e e erree e earaeas 99
Fot. 95. Elektronogramy czesci wydalniczej (W) i krwiotwdrczej (TK) nerki tutowiowej karpia po
okresie rekonwalescencji po ekspozycji na prochloraz - wyrazne oddzielenie obu czesci. W
komoérce nabtonka kanalika nerkowego mitochondria (M) obrzmiate, z czesciowo zatarta
strukturg. W czesci krwiotwdrczej destrukcja komorek hematopoetycznych. 10000 x i 5600 x.

Fot. 96. Elektronogramy komadrek nabtonkowych kanalikéw (KN) nerki tutowiowej karpia po 14.
dniowej ekspozycji na tebukonazol. Zwarta budowa tkanki; w komarce liczna RER, miejscami
pofragmentowana. Mitochondria o prawidtowej i zatartej strukturze (M). 8000 x i 16000 x. 101
Fot. 97. Elektronogram komérek nabtonkowych kanalikéw nerki tutowiowej karpia po 14.
dniowej ekspozycji na tebukonazol. Rgbek szczoteczkowy (RS) z miejscami jasnymi
elektronowo oraz licznymi wydzielinami. Miejscowe poszerzenie przestrzeni
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Fot. 98. Elektronogramy czesci krwiotwadrczej (TK) nerki tutowiowej karpia po 14. dniowej
ekspozycji na tebukonazol. Fragmenty o prawidtowej budowie tkanki i fragmenty ze zmianami
patologicznymi: jasne elektronowo utkanie zrebu tgcznotkankowego, komarki
hematopoetyczne o zmienionych ksztattach, destrukcja pojedynczych komérek. 8000 x. ..... 102
Fot. 99. Elektronogram komadrek nabtonkowych kanalikéw nerkowych karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Mitochondria (M) o prawidtowej lub zatartej
strukturze, czy ulegajace destrukcji. Fragmentacja RER i rozszerzone jej kanaty. 16000 x. ..... 103
Fot. 100. Elektronogram czesci krwiotworczej (TK) nerki tutowiowej karpia po okresie
rekonwalescencji po ekspozycji na tebukonazol. Komérki hematopoetyczne o nieprawidtowych
ksztattach, ulegajace fragmentacji, oddalone od siebie; rozluznienie utkania tacznotkankowego.
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Fot. 101. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi grupy kontrolnej; widoczne dojrzate
erytrocyty (E) i neutrofil (N) oraz ich formy mtodociane (Ey — erytrocyt mtodociany i Ny, —
neutrofil niedojrzaty) oraz limfocyty (L) i MONOCYL (M). c...eeeviieiiiicieeeeeeeeeece e 126
Fot. 102. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 24. godzinach ekspozycji na
mankozeb. Widoczne znieksztatcone jadra neutrofili (N), prawidtowe limfocyty (L), erytrocyty
prawidtowe oraz o zmienionych ksztattach (strzatki), uszkodzone mtodociane formy
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Fot. 103. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na mankozeb.
Zmieniony ksztatt jadra komdrkowego neutrofila (N), ulegajgce lizie mtodociane erytrocyty
(strzatki), prawidtowe lIMFOCYLY (L)..cccueereeiiieeeeeee e e 128
Fot. 104. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na mankozeb.
Zmienione jadro neutrofila (N), ulegajace lizie mtodociane erytrocyty, hipochromatyczne jadra
erytrocytow (strzatki), lIMfOCYLY (L). cooceeeieeiee et 128



SPIS FOTOGRAFII, RYCIN | TABEL

Fot. 105. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na mankozeb. Zmienione ksztatty erytrocytdw, hipochromia jader erytrocytéw oraz
dzielgce sie ich jadra (strzatki); limfocyt jasny, dzielgcy sie, z rozrzedzong chromatyng (L)..... 129
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Fot. 107. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na prochloraz.
Zmieniony ksztatt neutrofila i obrzmiate ptaty jgdra komdrkowego (N), znieksztatcone limfocyty
(L), monocyt z bardzo duzym jagdrem komdrkowym (M), hipochromia jgder erytrocytow
(strzatki) oraz obrzmiate mtodociane formy erytrocytéw z uszkodzong btong komérkowa
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Fot. 108. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na prochloraz.
Zmienione ksztatty jgdra komorkowego, obrzmienie niedojrzatych neutrofili (Ny,), zmieniony
ksztatt monocytu (M), zmieniony ksztatt limfocytu (L), niedobarwliwa cytoplazma erytrocytéw.

Fot. 109. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na prochloraz. Pojedyncze erytrocyty z hipochromig (strzatki), dzielgcy sie limfocyt

Fot. 110. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 24. godzinach ekspozycji na
tebukonazol. Obrzmiate ptaty jadra neutrofili (N), obrzmiate niedojrzate neutrofile (Ny),
nieprawidtowy uktad chromatyny w jadrach limfocytéw oraz ich obrzmienie (L), uszkodzone
mtodociane erytrocyty (strzatki), hipochromia jader erytrocytow (strzatki). ......ccccceevveeennenn. 133
Fot. 111. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 3. dniach ekspozycji na tebukonazol.
Erytrocyt w podziale (strzatka) i hipochromia jader erytrocytéw oraz uszkodzona mtodociana
forma erytrocytu (strzatka); rozluznienie chromatyny w limfocycie (L).oraz przewezenie jadra
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Fot. 112. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po 14. dniach ekspozycji na
tebukonazol. Zmieniony ksztatt jadra neutrofila (N), niedobarwliwosé i zmienione ksztatty
komorek erytrocytéw (strzatki), obrzmiaty monocyt (M), dzielace sie jadro limfocytu (L). ..... 134
Fot. 113. Elementy morfotyczne krwi obwodowej karpi po okresie rekonwalescencji po
ekspozycji na tebukonazol. Hipochromia jader komérkowych erytrocytéw oraz zmienione
ksztaty erytrocytéw (strzatki), obrzmiate komorki leukocytarne (Li Ny). oeveeveevvivniennieenieene, 134
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