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Badania histochemiczne nad wplywem Bencyliny-1* na uklad trawienny
zwierzat doSwiadczalnych

T'ucroxuMmutiecKue MCCIeAOBAHMA BIUAHMA BeHUMIMHBI-1 HA NMUILEBapUTENbHEII TPAKT
9KCIIEPMMEHTANBHBIX 2KMBOTHBIX

Histochemical Research on the Effect of Bencylina-1 upon the Digestive System
of Experimental Animals

Doswiadczenia nasze mialy na celu przebadanie wplywu wymienio-
nego antybiotyku na morfologie oraz reakcje histochemiczne w ukladzie
trawiennym zwierzat doswiadczalnych. Bencylina-1 bowiem posiada dzia-
lanie przeciwbakteryjne zblizone do penicylin grupy izoksalilowej, glow-
nie w stosunku do grupy Staphylococcus i Yersinia, Pseudotuberculosis
i B. subtilis oraz wielu innych (1, 8).

Toksycznosé ostra Bencyliny-1 LD 50, po podaniu dozylnym myszom,
wynosi 640 mg/kg (przedzial 596,7—686,4).

MATERIAL I METODYKA

Do badan uzyto 100 szczuréw bialych (samcéw) szczepu Wistar o c.c. 150—160 g
oraz 50 myszy biatych (samcéw) o c.c. 20—25 g. Zwierzeta podzielono na 18 grup:
12 grup do$wiadczalnych liczacych po 10 zwierzat i 6 grup kontrolnych, z ktérych
kazda zawierala 5 osobnikéw (tab. 1).

Doéwiadczenie przebiegalo w dwu etapach — badano zwierzeta poddane toksycz-
noSci podostrej, po 6 tygodniach codziennego podawania leku (seria A i C) oraz
poddane toksyczno$ci przewleklej, po 3 miesigcach codziennego podawania leku
(seria B i D). Bencyline-1 podawano szczurom dootrzewnowo (i.p.) i dozolgdkowo

* Zwigzek ten znajduje sie w fazie laboratoryjnych opracowan Tarchomif-

skich Zakladéw Farmaceutycznych ,Polfa”.
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(p.0.), myszy otrzymywaty lek jedynie dootrzewnowo (i.p.). Szczurom wstrzykiwano
maksymalnie 0,5 ml roztworu leku na 100 g c.c., natomiast myszom 0,01 ml roz-
tworu na 1 g c.c.

Sporzadzony roztwér leku przy dawce podawanej i.p. 10 mg/kg dla szczuréw
byt 0,2%, przy dawce 30 mg/kg — 0,6%. Przy podawaniu p.o. 100 mg/kg — 2%,
przy dawce 400 mg/kg — 8%. U myszy przy dawce 20 mg/kg stosowano roztwoér
0,2%, przy 60 mg/kg — 0,6%. Grupy zwierzat kontrolnych otrzymywaly w tych
samych warunkach sam rozpuszczalnik (woda destylowana). Wysoko§é dawek w
poszczegblnych grupach oraz droge ich podawania zestawiono w tab. 1.

Tabela 1
Toksyczno§é podostra Toksycznoéé przewlekla
(6 tyg.) (3 mies.)
Seria A — szczury Seria B — szczury
Numer dawka liczba droga dawka liczba droga
grupy mg/kg zwierzat podawania mg/kg zwierzagt podawania
I 10 10 dootrzew. 10 10 dootrzew.
II 30 10 dootrzew. 30 10 dootrzew.
111 kontr. 5 dootrzew. kontr. 5 dootrzew.
v 100 10 dozoladk. 100 10 dozoladk.
v 400 10 dozolgdk. 400 10 dozoladk.
Vi kontr. 5 dozoladk. kontr. 5 dozotadk.
Seria C — myszy Seria D — myszy
I 20 10 dootrzew. 20 10 dootrzew.
11 60 10 dootrzew. 60 10 dootrzew.
II1 kontr. 5 dootrzew. kontr. 5 dootrzew.

Zwierzeta dekapitowano i pobierano do badan wycinki Zolgdka, dwunastnicy
i jelita czeczego. Material utrwalano w 10% formolu i w plynie Bakera, a wycinki
nie utrwalone krojone byly w kriostacie.

Skrawki poddano nastepujgcym testom histologicznym i histochemicznym: bar-
wieniu hematoksyling i eozynag, ujawnianiu aktywnoéci fosfatazy zasadowej i fos-
fatazy kwasnej metodg Gomoriego, ujawnianiu aktywnofci lipazy wg metody Go-
moriego i Takamatsu, dehydrogenazy bursztynianowej wg metody Nachlasa i wsp.
oraz barwieniu lipid6w obojetnych wg metody Lisona i Dagnelie’a.

Mikrofotografie wykonano przy pomocy aparatu fotograficznego Exacta
Varex 1000.

WYNIKI BADAN
ZOLADEK
Barwienie hematoksyling i eozyng (H+E)

U zwierzat serii A (toksycznoéé podostra) nie zaobserwowano zadnych
zmian w poréwnaniu ze zwierzetami kontrolnymi. Odczyny barwne ele-
mentéw komoérkowych i uklad morfologiczny bion zotgdka byly prawi-
dlowe. U szczuré6w doéwiadczalnych serii B (toksyczno$é¢ przewlekla) oraz
u myszy serii C (toksycznos¢ podostra) i D (toksycznosé przewlekla) zau-
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wazono przekrwienie Sciany zolgdka, szczegdlnie w blonie Sluzowej i pod-
sluzowej, oraz poszerzenie naczyn krwionosnych i pojedyncze wynaczy-
nienia.

Fosfataza zasadowa gFZ)

Zoladek u szczurow serii A (doswiadczalnych i kontrolnych) wykazy-
wal jednakowy odczyn na badany enzym (ryc. 1). Lokalizowal sie on
szczegblnie w dolnych odcinkach gruczoiéw zolagdkowych jak roéwniez
w nablonku w postaci drobnoziarnistej. U zwierzat serii B, zwlaszcza po
podaniu leku p.o., nastgpilo obnizenie aktywnosci FZ w gruczolach oraz
prawie zupelny zanik w nablonku wyscielajgcym blone sluzowg (ryc. 2).
Reakcja enzymatyczna w zolgdku myszy doswiadczalnych (seria C i D)
nie réznila sig¢ od kontrolnej. ‘

Fosfataza kwaséna (FK)

Enzym ten w zoladku zwierzat doSwiadczalnych wszystkich grup
doswiadczalnych i kontrolnych wykazywal podobng aktywnosé¢ i lokali-
zacje. We wszystkich typach komérek gruczolow lizosomy, ktérych mar-
kerem jest FK, wystepowaly na terenie cytoplazmy w ilosci umiarko-
wanej.

Dehydrogenaza bursztynianowa (BDH)

Zaréwno u szczur6éw, jak i u myszy poddanych toksycznosci podostrej
i przewleklej oraz u zwierzat kontrolnych odczyn na BDH byl podobny.
Szczegdlng aktywnoé¢ wykazywaly komorki okladzinowe, nieco mniej-
§z3 — inne typy komoérek blaszki sluzowej wlasciwej.

DWUNASTNICA

Barwienie hematoksyling i eozyng (H+E)

U wszystkich badanych osobnikéw nie stwierdzono zadnych réznic
w poréwnaniu z preparatami kontrolnymi.

Fosfataza zasadowa (FZ)

U badanych osobnikoéw zaznaczyly sie réinice w aktywnosci FZ. Pra-
widlowy obraz lokalizacji (drobnoziarnisty odezyn w rgbku szczoteczko-
wym nabltonka dwunastnicy) wystepowal u szczuréw serii B oraz u my-
szy serii C. U szczuréw serii A, w grupach otrzymujacych lek p.o. stwier-
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dzono podwyzszong aktywnosé¢ enzymu. U myszy doswiadczalnych serii
D natomiast wystgpito oslabienie odczynu w rabku szczoteczkowym na-

btonka oraz ogniskowo — zupeiny brak reakcji enzymatycznej w Scianie
dwunastnicy.

Fosfataza kwasna (FK)

Aktywnos¢ enzymu w grupach zwierzat kontrolnych (posta¢ drobno-
ziarnista) zlokalizowana byla przede wszystkim w nablonku pokrywaja-
cym kosmki jelitowe (ryc. 3). Podobnie przedstawial sie odczyn u osobni-
kéw serii B. Zwigkszenie aktywnosci FK (lizosoméw) obserwowano za-
rowno w nablonku pokrywajacym kosmki, jak i wyscielajgcych gruczoly
Brunnera i Lieberkiihna u szczuréw serii A otrzymujacych lek dozolad-
kowo (ryc. 4). U myszy obu serii (C i D) wystgpilo obnizenie aktywnosci
FK w nablonku lub ogniskowe oslabienie odczynu w Scianie narzadu.

Lipaza

Enzym ten lokalizowal sie przede wszystkim w nablonku pokrywa-
jacym kosmki jelitowe. Aktywny odczyn stwierdzono w cytoplazmie wo-
kol jader komérkowych. Obraz taki obserwowano we wszystkich gru-
pach zwierzat kontrolnych oraz doswiadezalnych, z wyjatkiem szczuréw
serii B, po podaniu leku p.o. U tych ostatnich uwidacznialo sie obnizenie
aktywnosci lipazy. Drobne, niezbyt gesto ukladajgce sie ziarnistosci, lo-
kalizowaly si¢ w nablonku ponad jgdrami komoérkowymi. Wystepowaly
roéwniez w niewielkiej iloéci w zrebie kosmkow jelitowych.

Dehydrogenaza bursztynianowa (BDH)

Grupy kontrolne i doswiadczalne serii A wykazywaly normalng ak-
tywnos¢ i lokalizacje enzymu. W nablonku dwunastnicy grube ziarna
formazanu wypelnialy catkowicie cytoplazme komoérek. U szezurdéw serii B
(po podaniu leku dozolagdkowo) oraz u myszy serii C i D, w 60% prepara-
tow obserwowano ostabienie aktywnosci badanego enzymu. Lokalizacja
ratomiast badanych struktur pozostawala bez zmian.

Lipidy obojetne

Najwieksze zmiany po podaniu Bencyliny-1 uwidocznity sie w aktyw-
nosci lipidéw. U szczurdéw serii B oraz u myszy obu badanych serii obser-
wowano niejednokrotnie znaczne oslabienie zabarwienia lub ogniskowy
brak sudanofilnofci (ryec. 5, 6). U pozostalych osobnikéw (kontrolnych
i doswiadczalnych) obraz lokalizacji lipidéw nie wykazywal zmian.






3928 Tamara Majstruk-Majewska i wsp.

plazme enterocytéow (ryc. 11, 12). U myszy obu serii nie wystgpily zmiany
w odczynie i lokalizacji BDH w poréwnaniu ze skrawkami kontrolnymi.

Lipidy obojetne

Obserwacje substancji sudanofilnych wykazaly, ze tylko w grupie
szczurow poddanych toksycznosci przewleklej (seria B) po podaniu leku
dozolgdkowo nastapilo oslabienie reakcji w nablonku jelitowym. W zre-
bie kosmkéw oraz w gruczotach jelitowych odezyn nie ulegl zmianie w po-
réwnaniu z obrazem kontrolnym.

OMOWIENIE WYNIKOW

W obszernym pismiennictwie dotyczacym zagadnienia penicylin poét-
syntetycznych (2—7, 9) rozwazana jest m. in. sprawa odpornosci anty-
biotykéw tej grupy na dzialanie enzyméw wewnatrz- i zewnatrzkomér-
kowych w réznych narzgdach wewnetrznych. Nasze badania dotyczg za-
chowania sie niektérych enzymoéw oraz lipidow obojetnych w trzech bar-
dzo istotnych odcinkach przewodu pokarmowego po 6-tygodniowym i 3-
-miesiecznym podawaniu Bencyliny-1.

W zoladku zwierzgt doswiadczalnych otrzymujgcych lek przez
6 tygodni, tak droga dootrzewnows, jak i dozotgdkows, nie zaobserwo-
wano uchwytnych zmian w aktywnosci badanych enzyméw. Wystegpowalo
natomiast u myszy do$wiadczalnych przekrwienie blony sluzowej i pod-
$luzowej. Po 3 miesigcach podawania antybiotyku, poza nieznacznym ob-
nizeniem aktywnosci fosfatazy zasadowej, w strukturach $ciany Zolgdka
szczura nie zauwazono zadnych uchwytnych zmian. Podobnie jak po 6 ty-
godniach, wystepuje przekrwienie blony Sluzowej i podsluzowej u myszy,
ale rowniez i u szczuréw doswiadczalnych tej serii.

W dwunastnicy po 6 tygodniach dootrzewnowego i dozolgdko-
wego podawania Bencyliny-1 nie stwierdzono destrukcyjnych zmian u ba-
danych zwierzat. Wahania aktywnosci fosfatazy kwasnej, obniZenie ak-
tywnosci fosfatazy zasadowej i dehydrogenazy bursztynianowej oraz osta-
bienie sudanofilnoéci struktur dwunastnicy myszy byly w granicach sta-
nu fizjologicznego i mozna je uwaza¢ za zjawisko czynnosciowe. Po 3 mie-
sigcach stosowania leku réwniez nie obserwowano zmian w dwunastnicy
szczura. Zywiej na lek reagowala dwunastnica myszy, gdzie wystepowalo,
zwlaszcza po codziennej dawce 60 mg/kg c.c., oslabienie aktywnosci fos-
fatazy zasadowej, fosfatazy kwasnej, dehydrogenazy bursztynianowej
i obnizenie sudanofilnosci enterocytéw. Opisane zmiany moga uchodzié
za-zjawisko czynnosciowe.















Badania histochemiczne nad wptywem Bencyliny-1... 399

W Scianie jelita czczego zwierzat poddanych toksycznosci
podostrej (6 tygodni) obserwowano wahania aktywnosci badanych enzy-
méw: FZ, FK, lipazy i BDH. Obserwowane réznice nie byty jednak tak
duze, aby mozna je bylo uwazaé¢ za naruszenie stanu czynnosSciowego
przewodu pokarmowego. Po 3 miesigcach doswiadczenia obserwowane
zmiany réwniez nie $wiadczyly o uszkodzeniu blony $Sluzowej jelita czcze-
go badanych zwierzat. Wahania aktywnosci enzymatycznej zwigzane byly
z ogoélnoustrojowym zaburzeniem stanu réwnowagi fizjologicznej, wy-
stepujacym po diugotrwalym podawaniu antybiotyku.

Sadzi¢ nalezy, ze antybiotyk Bencylina-1 nie powinien wywiera¢ ujem-
nego wplywu na uklad histoenzymatyczny przewodu pokarmowego.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Zolgdek szczura kontrolnego. Seria B. Odczyn na fosfataze zasadows
wg metody Gomoriego. Pow. ca 120X,

Ryc. 2. Zoladek szczura grupy V do$wiadczalnej. Seria B. Odczyn na fosfataze
zasadowy wg metody Gomoriego. Spadek aktywno$ei enzymatycznej. Pow. ca 120X,

Ryc. 3. Dwunastnica szczura kontrolnego. Seria A. Odczyn na fosfataze kwasng
wg metody Gomoriego. Pow. ca 120X,

Ryc. 4. Dwunastnica szczura grupy IV do$wiadczalnej. Seria A. Odczyn na
fosfataze kwasng wg metody Gomoriego. Wzrost aktywno$ci enzymatycznej. Pow.
ca 120X,

Ryc. 5. Dwunastnica myszy kontrolnej. Seria C. Barwienie lipidéw obojetnych
metodg Lisona i Dagnelie’a. Pow. ca 120X,
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Ryc. 6. Dwunastnica myszy grupy Il do§wiadczalnej. Seria C. Barwienie lipidéw
obojetnych metoda Lisona i Dagnelie’a. Ogniskowe ostabienie zabarwienia. Pow.
ca 120X,

Ryc. 7. Jelito czcze szczura kontrolnego. Seria A. Odczyn na fosfataze zasadowsg
wg metody Gomoriego. Pow. ca 400X,

Ryc. 8. Jelito czcze szczura grupy V doSwiadczalnej. Seria A, Odczyn na fosfa-
taze zasadowg wg metody Gomoriego. Wzrost aktywnos$ci enzymatycznej w nablon-
ku. Pow. ca 400X,

Ryc. 9. Jelito czcze szczura kontrolnego. Seria B. Odczyn na lipaze wg metody
Gomoriego i Takamatsu. Pow. ca 400X.

Ryc. 10. Jelito czcze grupy V do$wiadczalnej. Seria B. Odczyn na lipaze wg
metody Gomoriego i Takamatsu. Spadek aktywnofci enzymatycznej. Pow. ca 400X.

Ryc. 11. Jelito czcze szczura kontrolnego. Seria A. Odczyn na dehydrogenaze
bursztynianowg wg metody Nachlasa i wsp. Pow. ca 400X,

Ryc. 12. Jelito czcze szczura grupy V doswiadczalnej. Seria A. Odczyn na de-
hydrogenaze bursztynianowa wg metody Nachlasa i wsp. Wzrost aktywno$ci enzy-
matycznej w nablonku, Pow. ca 400X.

PE3IOME

UcenenoBaHuaAM NOABEPrajucCh: JKENYROK, ABEHAZUATMIEPCTHAA KMIIKA M TOomIaf
KMIIIKa KpPbIC M MbllIel, KOTOPbIM BBOAMJIUCE B TeyeHue § Helesb M 3 MeCANEB aHTU-
6MoTHMKM Ha3BaHHble Benmuanua-1, naxopsamnmecs B ¢haze sabopaTopHoit o6paGoTkm
B <apmauesTuyeckom oraenenuu ,Ilonsda”. Cpessl KpPacUIUCh CTAHAAPTHBLIM Me-
TOAOM IPU NOMOIIYM FeMAaTOKCMJIMHA M 903MHA, BLIABJIAA aKTUBHOCTL INEJIOYHON M KU~
CJION 9H3MMATHYECKOH docdarassl, aunmasbl, CYKUMHAErMApa3bl, a TaKXKe HaJauuue
HeUTPpaNbHBIX JUINIOB.

B pesyibTare NPOBENEHHBLIX HAOMIOZEHMI YCTAHOBJEHO, YTO IIPOAOJKUTENbHOE
BBefieHMe BeHUMIMHBI-1 BhI3bIBAeT B Kesylke HebonbllOe najeHue mesogHoit coc-
darassl. B aBeHAAIATUIEPCTHON KMINKE ¥ TONIEM KHINKe, KpoMme KojebaHWi B ycu-
JIEeHUM AKTUBHOCTHM MCCHAEAYEMBIX 9H3MMOB, YTO MOXKHO NPU3HATE (DYHKIMOHAJIBHLIM
ABJIEHMEM, HE 3aMEYEHO YJIOBUMBIX ITaTOJOTMYECKUX M3MEHEHMIA.

SUMMARY

Rats and mice were given an antibiotic called Bencylina-1 during a period of
8 weeks and 3 months. This antibiotic is in the phase of laboratory studies by
TZF ”Polfa”. After the administration of Bencylina-1 the stomachs, duodema and
jejuna of rats and mice were examined. Scraps were coloured with hematoxyline
and eozyne according to the standard method and then the enzymatic activity ot
alkaline phosphatase, acid phosphatase lipase, succinate dehydrogenase was ascertain-
ed and the presence of neutral lipids was revealed.

On the basis of the observations it was found that a long lasting administra-
tion of Bencylina-1 causes a slight decrease in the alkaline phosphatase activity
in the stomach. In the duodenum and jejunum no palpable pathologic changes were
noticed apart from variation of activity of examined enzymes and neutral lipids
(that can be considered a functional phenomenon).
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EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Stomach of a control rat. Series B. Reaction to alkaline phosphatase
according to Gomori’s method. Magn. ca 120X,

Fig. 2. Stomach of a rat from experimental group V. Series B. Reaction to
alkaline phosphatase according to Gomori’s method. Decrease of enzymatic activity.
Magn. ca 120X.

Fig. 3. Duodenum of a control rat. Series A. Reaction to acid phosphatase accord-
ing to Gomori’s method. Magn. ca 120X,

Fig. 4. Duodenum of a rat from experimental group IV. Series A. Reaction to
acid phosphatase according to Gomori’s method. Increase of enzymatic activity.
Magn. ca 120X.

Fig. 5. Duodenum of a control mouse, Series C. Colouring of lipids neutral
according to Lison and Dagnelie. Focal weakening of staining. Magn. ca 120X.

Fig. 6. Duodenum of a mouse from experimental group II. Series C. Colouring
of lipids neutral according to Lison and Dagnelie. Focal weakening of staining.
Magn. ca 120X,

Fig. 7. Jejunum of a control rat. Series A. Reaction to alkaline phosphatase
according to Gomori’s method. Magn. ca 400X,

Fig. 8. Jejunum of a rat from experimental group V. Series A. Reaction to al-
kaline phosphatase according to Gomori’s method. Increase of enzymatic activity
in the intestined epithelium. Magn. ca 400X.

Fig. 9. Jejunum of a control rat. Series B. Reaction to lipase according to Go-
mori’s and Takamatsu’s method. Magn. ca 400X.

Fig. 10, Jejunum of a rat from experimental group V. Series B. Reaction to lipase
according to Gomori’s and Takamatsu’s method. Decrease of enzymatic activity.
Magn. ca 400 X.

Fig. 11. Jejunum of a control rat. Series A. Reaction to succinate dehydrogenase
according to the method by Nachlas and et.al. Magn. ca 400X.

Fig. 12. Jejunum of a rat from experimental group V. Series A. Reaction to
succinate dehydrogenase according the method by Nachlas and et.al. Increase of
enzymatic activity in the intestinal epithelium. Magn. ca 400X.






