WIADOMOSCI PARAZYTOLOGICZNE
T. 42 (3) 1996: 319-326

WPLYW CYDECTINU NA PRZEZYWALNOSC LARW
DRUGIEGO STADIUM ORAZ OSOBNIKOW DOROSLYCH
ASCARIS SUUM W HODOWLI IN VITRO

KRYSTYNA ZOLTOWSKA, BEATA KUROWICKA I DOROTA LUKASZEWICZ

Katedra Biologii Ogdlnej Instytutu Biologii i Ochrony Srodowiska, WSP
10-561 Olsztyn, ul. Zomierska 14

THE INFLUENCE OF CYDECTIN ON THE SURVIVAL RATE
OF SECOND STAGE LARVAE, AND MATURE ASCARIS SUUM IN VITRO

Abstract. Larvae of Ascaris suum (L,) newly hatched from eggs with sodium hypochlorite,
were placed (2000 larvae per 2 ml) of culture in EAGLE’s medium, containing 10% calve serum or
without it. Moxidectin (Cydectin) was introduced into medium in concentrations: 5, 10, 25 and 50
Hg/ml. The cultures were incubated for 3 days, and there were controlled every 12 hours. The effect
of drug on survival of larvae was slightly expressed. After 3 days survival rates were 87, 81, 80 and
78% in medium with serum, respectively to moxidectin concentrations. The lethality of larvae was
higher in medium without serum, and amounted to 17, 23, 29 and 31% in comparison with control
probe after 72 hours.

Adult Ascaris were placed on ARS medium with glucose (0.1%) containing moxidectin in
Concentrations 1, 5, 50 and 100 pg/ml. The worms’ condition was examined every day based on
mptility and turgor of their body. After 15 days of incubation in control probe 50% worms were
alive, but their vitality was reduced. The behaviour of Ascaris in the presence of 50 pg/ml
moxidectin was similar to those from the control. Only the highest concentration of drug (100
Kg/ml) was lethal in 100% on the 8th day. The lower moxidectin concentrations (1 and 5 pg/ml)
were not lethal to adult worms, they had even the positive effect on survival rate and condition of
adult Ascaris.

The eggs laid by females which were maintained in culture with drug were collected. There were
Do disturbances in their future development.

WSTEP

Wchodzaca w sklad preparatu Cydectin moksydektyna jest makrocyklicz-
0ym laktonem, powstajacym po chemicznej modyfikacji nemadektyny, natural-
0€go produktu fermentacji bakterii Streptomyces cyaneogriseus noncyanogenus.
Moksydektyna zaliczana jest do nowej generacji endoktycydow o wysokie;j
skutecznogci wobec zewnetrznych i wewnetrznych pasozytow bydla i owiec
(LONNEUX i LossoN 1992, PoMroyY i wsp. 1992, ScHoOLL i wsp. 1992, WILLIAMS
I wsp. 1992, Cuick i wsp. 1993, CONDER i wsp. 1993, GRZYWINSKI i wsp. 1993,

SSON i LoNNeUx 1993, OosTHUIZEN i wsp. 1993, PomMroYy i WHELAN 1993,
ROLFE i Boray 1993).
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Badania nad przydatnoscia Cydectinu do zwalczania parazytoz $win
przeprowadzili GUNDLACH 1 wsp. (1992, 1994). Lek eliminowal inwazje Sarco-
ptes scabiei suis oraz nicieni Strongyloides ransomi i Trichuris suis. Nieco nizsza
jego skutecznos¢ obserwowali cytowani autorzy w stosunku do Oesophagos-
tomum dentatum. Natomiast u zwierzat zarazonych Ascaris suum stwierdzali
tylko obnizenie intensywnosci inwazji. Z6rTowska i Kurowicka (1996) obser-
wowaly dzialanie owostatyczne moksydektyny w stosunku do jaj glisty
swinskiej jedynie przy bardzo wysokich stezeniach (25 i 50 pg/ml).

Celem niniejszej pracy bylo przesledzenie w warunkach in vitro wplywu

leku na przezywalnos¢ inwazyjnych larw (L,) oraz dorostych osobnikow
A. suum.

Material i metody

Badano dzialanie handlowego preparatu (ser. nr 92/14) Cydectin, (Co.
Cyanamid SA) w formule do iniekcji, zawierajacego 1% roztwdér moksydek-
tyny. Materialem byly dorosle osobniki oraz inwazyjne larwy glisty swinskie;j.

Doroste osobniki A. suum pozyskiwano w Zakladach Miesnych w Olsz-
tynie. Do laboratorium transportowano je w cieplym, zmodyfikowanym przez
Ho 1 wsp. (1992) roztworze RINGERA dla Ascaris (ARS), zawierajacym na-
stepujace sole (w g/l): KCl — 1,83; CaCl,+2H,0 — 1,73; MgCl, +6H,0O —
1,99; NaCl — 0,23; octan sodu — 10,25 oraz glukoze — 1 g. Roztwor ARS
buforowano 3 mM Hepes, doprowadzajac jego pH do 7,4. Glisty plukano
w tym roztworze, po dodaniu 1,2 ml j.m. penicyliny oraz 1 g nystatyny na 1 litr.

1. Badanie wplywu leku na larwy A4. suum

1.1. Otrzymywanie L, glisty

- Z ciala samic izolowano macice, ktore plukano w ARS z dodatkiem
antybiotykow. Z ich koncowych odcinkdw pobierano jaja, ktére nastgpnie
przenoszono do krystalizatora z 0,1N HCI i inkubowano w temp. 28°C az do
osiagnigcia stadium inwazyjnego. Z jaj inwazyjnych pozyskiwano larwy
drugiego stadium. Wstepne ich wyzwalanie przeprowadzono w roztworze
5,25% podchlorynu sodu w 0,5N NaOH, zgodnie z metoda Prrrsa (1963).
Stopien uszkodzenia otoczki jajowej kontrolowano w mikroskopie Swietlnym.
W momencie, gdy larwe otaczala tylko jedna ostona, wyplukiwano podchloryn
sodu wirujac 10-krotnie jaja w 0,9% NaCl. W nastgpnym etapie procesu
wylegania postepowano zgodnie z metoda CLARKE i PErrRIEGO (1988). Kolby
ERLENMAYERA, zawierajace zawieszone w medium EAGLEgo jaja pasozyta,
gazowano CO, w temp. 37°C do czasu wyzwolenia si¢ ponad 90% larw.

1.2. Badanie przezywalnosci larw
Zywe larwy oddzielono od reszty materialn powylegowego metoda BAER-
MANNA. Dzielono je na grupy po 2 tys. osobnikow i umieszczano w ,,pent-
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cylindwkach”, zawierajacych po 2 ml podloza EAGLE'go. W polowie prob
podloze to bylo uzupetnione 10% surowica wolowa. Do hodowli wprowadzo-
no Cydectin w takich ilosciach, by zawartos¢ moksydektyny wynosila kolejno
5,10, 251 50 pg w 1 ml podtoza. Hodowle prowadzono w 38°C przez 3 doby.
Przezywalnos¢ larw oceniano po 24 godz. inkubacji i pozniej co 12 godz.
W tym celu z kazdej penicylinowki pobierano 9 prob o objetosci 30 pl i liczono
larwy. Okreslano procent zywych, ruchliwych larw. Wszystkie operacje prze-
prowadzano, w miare mozliwosci, w warunkach jalowych.

2. Wplyw leku na dorosle postacie 4. suum
Umieszczono po 10 osobnikow o zblizonych rozmiarach ciala w 500
mililitrowych plastykowych tryskawkach, napelnionych cieptym ARS z dodat-
kiem 1, 5, 50 i 100 pg moksydektyny na 1 ml. Hodowle prowadzono w temp.
38°C. Obserwacje zywotnosci oraz ocen¢ sprezystosci glist dokonywano
codziennie podczas wymiany podloza na $wieze.

3. Rozwdj jaj pozyskiwanych od samic inkubowanych z lekiem
Zlozone w roztworze leku jaja zaggszczano za pomoca dekantacji. Plukano
Je kilkakronie w napowietrzonej wodzie destylowanej, po czym zakladano ich
hodowle. Rozwdj zarodkéw i larw w jajach kontrolowano raz w tygodniu.

Wyniki

- W warunkach naszego doswiadczenia wplyw leku na przezywalnosé
Inwazyjnych larw glisty swinskiej byl niewielki (tab. 1), z tym, ze wyrazniej
zaznaczalo si¢ dzialanie moksydektyny w hodowlach nie zawierajacych w pod-
lozu surowicy bydlecej. Niemniej roznice miedzy wynikami dotyczacymi
toksycznosci leku dla larw w hodowlach z dodatkiem i bez surowicy nie byly
Statystycznie istotne. Jedynie statystycznie istotne réznice odnotowano miedzy
Probami kontrolnymi a hodowanymi z 25 i 50 pg/ml leku, po trwajacej
odpowiednio 60 i 72 godz. inkubacji w medium bez dodatku surowicy (tab. 1).
w pozostalych przypadkach nie obserwowano istotnych réznic w letalnosci
l,arszSkUtek obecnosci moksydektyny, wielkosci jej dawki, ani czasu dzialania
Srodka.
W prébach zawierajacych surowice bydleca obumieralo po 3 dobach
inkubacji w leku 13, 19, 20 i 22% larw w stosunku do kontroli. Letalno$¢, jak
Juz wspomniano, byla wyzsza, gdy podloze nie zawieralo surowicy, i wynosila
PO tym samym czasie okolo 17, 23, 29 i 32%, odpowiednio do stezen
moksydektyny wynoszacych 5, 10, 25 i 50 pg w 1 ml medium EAGLE'go.
Rowniez w u$miercaniu osobnikéw dorostych A. suum lek byt mato
Skuteczny. Bardzo wysokie jego st¢zenie (100 pg/ml w przeliczeniu na mok-
Sydektyne) powodowato obumieranie glist dopiero po 8 dniach. Obserwowano
Wtedy zmiany w kutikuli, gléwnie w obrebie glowowej czeici ciata. Nizsze
l“)llcentracje Cydectinu nie wplywaly ujemnie na przezywalno$¢ robakow.
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TABELA 1
Wplyw moksydektyny na letalno$¢ (%) larw drugiego stadium Ascaris suum hodowanych
w medium EAGLE'go

TABLE 1
Influence of moxidectin on the lethality (%) of second stage of Ascaris suum larvae in EAGLE
medium
Czas (godz) — Time (h)
Lek
Drug 12 24 36 48 60 72
pg/ml
a. z 10% surowica bydleca — with 10% bovine serum
0 (1.8+£03) | (23+12) | (108+26) | (183+44) | (26,1+6,7) | (28,3+8,1)
100 100 100 100 100 100
5 2,1+1,0 8,6+34 89+42 8,8+3,7 10,6 +4,6 132+6,1
10 24+0,8 82+4,1 12,1447 15,8+6,9 16,7+4,1 19,1+6,5
25 2,64+0,2 122 +5,1 147+2,1 159+6,1 184+74 204+89
50 2,1+0,3 13,1+6,3 146+6,1 18,2+54 19,7+8,1 22,3+8,2
b. bez surowicy bydlecej — without bovine serum
0 (1,1+0,4) 63+1,7) | 178+6,1) | (22,3+74) | (31,3+10,1) | (350+11,2)
100 100 100 100 100 100
5 2,1+0,3 129+6,2 12,1+3,7 154+49 168+7,1 172+6,8
10 26+14 9,7+5,1 13,4+5.8 16,2+3,7 19,6 +4,6 234+81
25 2,8+0,9 13,8+4,6 18,6 +49 19,0+5,1 26,3+8,6 29,1+6,4*
50 24+1,1 142+64 21,24+3,6 234+7,1 28,0+5,7* | 31,6+8,6*

W nawiasach letalno§¢ w hodowli kontrolnej bez leku (In the parenthesis the lethality in
control medium)
* — Rozmica statystycznie istotna, p<0,05 (Statistical significance, p <0.05)

TABELA 2
Przezywalno$¢ osobnikow dorostych Ascaris suum w medium ARS
zawierajacym moksydektyne
TABLE 2
The survivality of mature Ascaris suwm in ARS with moxidectin

Dni — Days
Dawka
Dose 5 10 15
pg/ml
1 100 (+++4) 7545 (+++) 7548 (+++)
5 7546 (+++) S50+5 (++) 50+6 (++)
50 7545 (++) S0+2 (+4)  50+10 (+)
100 75+10 (+) 0 0
0 90+5 (+++) 90+10 (++)  50+5 (+)

Ruchliwo$¢ glist: (+ + +) — bardzo ruchliwe; (+ +) — ruchliwe; (+) — ruchliwo$¢ staba
The mobility of worms: (+ + +) — high; (++) — middle, (+) — low
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Obserwowano nawet pozytywny wplyw preparatu w stezeniu 1 pg/ml na
przezywalnos¢ populacji. W tych warunkach, po 15 dniach hodowli, przezywa-
lo az ok. 75% glist; byty one bardzo ruchliwe. Po tym samym czasie w hodowli
kontrolnej oraz w obecnosci leku w stezeniach 5 i 50 pg/ml przezywato tylko
ok. 50% osobnikow, a ich zywotnosé byla znacznie nizsza niz na poczatku
eksperymentu, a takze gorsza niz u glist inkubowanych z 1 pg/ml moksydek-
tyny (tab. 2).

Jaja zlozone przez samice 4. suum przebywajace w Srodowisku zawieraja-
cym lek rozwijaly si¢ normalnie. Nie obserwowano znaczacych réznic w ilosci
rozwijajacych si¢ do stadium inwazyjnego jaj, pochodzacych od samic kontrol-
nych i inkubowanych z lekiem (tab. 3).

TABELA 3
Procent jaj inwazyjnych od samic Ascaris suum inkubowanych w ARS zawierajacym moksydek-

tyng (50 pg/ml)
TABLE 3

Percentage of invasive Ascaris suum eggs obtained from females incubated with moxidectin
(50 pg/ml)

% jaj inwazyjnych

z hodowli Dni hodowli glist — Days of culture

% of invasive
eggs from culture

Kontrola 85 8 88 8 8 8 70 75
Control

Z lekiem

With drog 8 8 19 8 8 18 15 73

Oméwienie i dyskusja

_HOdowle in vitro sa dobrym sposobem stuzacym do oceny efektywnosci
dzialanja lekow przeciwrobaczych (REw i wsp. 1986, WAGLAND i wsp. 1992,
RotHwELL | SanGsTER 1993).

Rew i wsp. (1986) opisali przydatnos¢ biotestu, w ktorym wykorzystywano
hodowle in yitro larw A. suum dla oceny skutecznosci dzialania kilku lekow
2 grupy benzimidazoli oraz tetramizolu, closantelu i piperazyny. Stwierdzili
Wystepowanie duzej zbieznoéci miedzy efektami dzialania tych Srodkéw
W warunkach in vivo i in vitro. Wszystkie badane przez nich antyhelmintyki
W stosunku do stadium L, byly skuteczne w bardzo niskich stgzeniach (0,01
Kg/ml), natomiast larwy poOzniejszych stadiow byly bardziej oporne na dziala-
lie lekow. Niemniej dawka 10 pg/ml (z wyjatkiem piperazyny) byla wystar-

“Zajaca dla uzyskania wysokiego procentu $miertelnosci u stadiow L, i L,.
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Obecnie testowano toksyczno$¢ moksydektyny w stezeniach 5—50 pg/ml
w stosunku do L, A. suum. Najnizsza dawke ustalono a priori na podstawie
obliczen, tak by stezenie leku, zakladajac ze nastapi catkowite wchlanianie
zwiazku czynnego, bylo 2—3-krotnie wyzsze od spodziewanego w surowicy
zywiciela wg dozy podanej przez GUNDLACHA i wsp. (1994) — 0,3 mg/kg masy
ciala. W rzeczywistosci stgzenie leku moglo by¢ inne od zalozonego. Przy-
kltadowo VELEBNY i wsp. (1991) u zwierzat laboratoryjnych, ktérym podawano
fenbendazol, oznaczali znacznie nizsze stezenie leku w surowicy i miesniach
myszy zarazonych Trichinella spiralis i Nippostrongylus brasiliensis niz u zwie-
rzat wolnych od inwazji W dost¢pnej literaturze nie napotkano doniesien
dotyczacych stezenia leku w tkankach i plynach ustrojowych $win leczonych
moksydektyna. Nie mniej wydaje sig, ze 2—3-krotnie wyzsze dawki leku
zastosowane obecnie, przekraczaja jego stezenie wystepujace u leczonych
Cydectinem zwierzat.

Uzyskane wyniki wskazuja na mala skutecznosé leku w warunkach in vitro
w stosunku do L, i osobnikow dorostych A. suum. Jest to zgodne z doniesie-
niami GUNDLACHA i wsp. (1992, 1994), ktoérzy obserwowali ograniczona
skuteczno$¢ moksydektyny w zwalczaniu glistnicy $win. Nastepowalo bowiem
obnizenie intensywnosci inwazji, ale nie zupelne wyleczenie. Autorzy u nie-
ktorych grup zwierzat odnotowali nawet wzrost intensywnosci i ekstensywno-
Sci zarazenia. Zaznaczalo si¢ to po 3 tygodniach od leczenia, co sugeruje
zdaniem GUNDLACHA i wsp. (1992) osiagniecie przez pasozyta stadium doros-
lego, patentnego. Wyniki uzyskane obecnie zdaja si¢ potwierdzaé to spost-
rzezenie. Natomiast inna obserwacja wspomnianych autoréw, tzn. wydalanie
licznych dorostych pasozytow z kalem leczonych zwierzat jest zastanawiajaca.
Wedlug naszych badan lek praktycznie nie dzialal, poza bardzo wysoka dawka
100 pg/ml, na doroste osobniki 4. suum. Byé moze mechanizm lezacy
u podstaw usuwania glist z organizmu leczonych $win jest inny niz porazenie
migsni. Na podstawie pi$miennictwa (SHooP 1993, CONDER i wsp. 1993), ktore
sugerowalo dzialanie moksydektyny na GABA receptory blony migsniowe]
pasozyta, spodziewano si¢ wystapienia paralizu u nicieni. W warunkach
obecnego doswiadczenia nie obserwowano wpltywu leku na ruchliwosé glist.

Nie mozna catkowicie wykluczy¢ wystepowania u glisty opornosci w sto-
sunku do leku. Z literatury znane sa przypadki pojawiania si¢ koopomosc1
na moksydektyne u pasozytniczych nicieni owiec i bydla, ktore wczesniej
nabyly opornos$¢ na ivermektyne (BESIER i wsp. 1993, SHoop 1993, CONDER
1 wsp. 1993). '

CARVALHO i wsp. (1991) obserwowali rozwdj jaj uzyskanych od samiC
A. lumbricoides, pochodzacych od leczonych tiabendazolem lub levamizole_m
pacjentow. W pierwszym przypadku zarodki w jajach nie rozwijaly si¢
w drugim za$ dzialanie owostatyczne levamizolu okreslono na 0—98%. Nasze
badania nie wykazaly wplywu moksydektyny na pdzniejszy rozwoj zarodkow
w jajach A. suum, pochodzacych od samic wcze$niej przebywajacych w leku-
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Uzupelnia to i jest zgodne z wczesniejszymi wynikami, dotyczacymi wplywu
obecnosci Cydectinu w medium hodowlanym na rozwéj jaj A. suum (Z6rTo-
wskA i Kurowicka 1996). Ot6z nie obserwowano zaburzen w rozwoju
zarodkow glisty, gdy jaja poddano dzialaniu leku tylko przed rozpoczeciem
embriogenezy (po czym lek byl usuwany ze $rodowiska hodowli), a dopiero
przedluzona ekspozycja (na 25 i 50 pg/ml leku) w czasie bruzdkowania zarodka
powodowala powazne zmiany rozwojowe.
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