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DELOVANJE CIMIAZOL HIDROHLORIDA NA RAZMENU
SESTRINSKIH HROMATIDA, MITOTSKI I PROLIFERATIVNI
INDEKS U KULTURAMA HUMANIH LIMFOCITA
EFFECTS OF CYMIAZOLE HYDROCHLORIDE ON SISTER-CHROMATID
EXCHANGES, MITOTIC AND PROLIFERATION INDICES IN
CULTURED HUMAN LYMPHOCYTES

Z. Stanimirovi¢, Svetlana Fister, D. Cirkovi¢™

Cimiazol hidrohlorid je aktivna komponenta akaricida Apitol®-a i
Apihem®-a koji se koriste kao varoacidi u péelarstvu. Imajuéi u vidu da
su rezidue cimiazol hidrohlorida ustanovljene u svim pcelinjim proizvo-
dima koji su u upotrebi u ljudskoj ishrani, kao i u humanoj i veterinar-
skoj medicini — kao alternativni medikamenti, cilj ovog proucavanja je
bio da se proceni sposobnost ove supstancije da izazove geno-
toksi¢ne efekte u kulturama limfocita periferne krvi &oveka i njen
mogudi uticaj na mitotsku aktivnost i kinetiku ¢elijskog ciklusa. Geno-
toksicni efekti su prou¢avani primenom SCE-testa in vitro. Rezultati su
pokazali statistiCki vrlo znacajno povecanje SCE-a (p<0,001) u po-
redenju sa negativnom kontrolom; tj. cimiazol hidrohlorid je ispoljio
genotoksi¢na svojstva. Sve eksperimentalne koncentracije cimiazol hi-
drohlorida su statistiCki znacajno (p<0,001) povisile vrednosti mitot-
skog indeksa (M) i indeksa proliferacije (Pl), takode. Tako, dobijeni re-
zultati ukazuju na zna&ajne citomoduliraju¢e efekte i genotoksicna svo-
Jjstva.

Kljucne reci: cimiazol hidrohlorid, akaricidi, péelarstvo, genotoksi-
¢nost, SCE-test, mitotski indeks, indeks proliferacije

Uvod / Introduction

Cimiazol hidrohlorid se nalazi kao aktivna komponenta u mnogim
sredstvima koja se koriste kao akaricidi, tj. varoacidi u p€elarstvu. Supstancija je

* Rad primljen za $tampu 2. 6. 2003. godine

** Dr Zoran Stanimirovi¢, vanredni profesor, dr Svetlana Fister, vi§i nau¢ni saradnik, Katedra za
biologiju, Fakultet veterinarske medicine, Beograd; mr Dragan Cirkovi¢, Ministarstvo za po-
ljoprivredu i vodoprivredu Srbije, Novi Pazar.

385



Vet. glasnik 57 (Dodatak 7-8) 385 - 392 (2003) Z. Stanimirovi¢ i sar.: Delovanje cimiazol
hidrohlorida na razmenu sestrinskih hromatida, mitotski i proliferativni indeks u ...

rastvorljiva u vodi, §to znaci da moze da se rastvori i u medu. Rezidue cimiazol hi-
drohlorida su tako nadene ne samo u medu, ve¢ i u vosku i drugim p&elinjim proiz-
vodima [7, 5, 14, 8, 2, 1, 20, 21, 11,12]. P¢elinji proizvodi imaju vrlo Siroku i
raznovrsnu primenu, kako u ishrani, tako i kao alternativni lekovi. Razumljivo je da
je potrebno da se zna da li ova materija, Ciji se ostaci detektuju, moze da ima Stet-
nih, toksi¢nih i genotoksi¢nih osobina. Postoje neki raniji nalazi da su odredene
koncentracije cimiazol hidrohlorida uzrokovale poviSenje uCestalosti prekida i
ahromatskih lezija, kao i pojave poliploidnih ¢elija u nekim test sistemima [15, 16,
19]. Kako se smatra da je test na genotoksi¢nost u kome se primenjuje pojava raz-
mene sestrinskih hromatida (SCE), izuzetno osetljiv u detekciji hemijskih geno-
toksi¢nih agenasa [22, 18, 19], cilj ovoga rada je bio da se kori§¢enjem ovog testa
ispitaju eventualna genotoksi¢na svojstva ove supstancije, kao i njen moguci uti-
caj na mitotski indeks i indeks proliferacije.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Kori§éen je cimiazol hidrohlorid (Apitol® JKL: 03 6,6/005-011/005; Ev-
rotom, Ruma) u koncentracijama od 0,01 mg/ml, 0,1 mg/ml i 1 mg/ml. Za po-
zitivnu kontrolu je koris¢en ciklofosfamid (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) u
koncentraciji od 40 ug/ml; kao negativna kontrola kori§éen je 0,9% NaCl.

Kulture humanih limfocita postavljane su na klasi¢an nacin [6], a dife-
rencijalno bojenje SCE-a obavljeno je prema proceduri Perryja i Wolffa [17].

Mitotski indeks je odredivan na 1000 ili viSe Celija, dok je kinetika
¢elijskog ciklusa procenjivana na osnovu indeksa proliferacije.

Statisticke analize obavljene su primenom Student t-testa.

Rezultati i diskusija / Results and discussion

Rezultati istrazivanja su prikazani natabelama 1, 2i3islikama1,2i3.

Kao Sto se uotava na tabeli 1islici 1, srednje vrednosti SCE-a, u nega-
tivnoj kontroli, bile su 5,93+0,13, dok su u svim ostalim sluajevima bile viSe (ta-
bela 1, slika 1); odnosno tretman cimiazol hidrohloridom, kod svih primenjenih
doza ove supstancije, izazvao je statisti¢ki znacajno (p<0,001) poveéanje SCEa,
Sto je, kako se i o¢ekivalo, o€igledno i u pozitivhoj kontroli.
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Tabela 1. Uticaj cimiazol hidrohlorida na u€estalost SCEa u kulturama limfocita periferne

krvi Coveka

Table 1. Influence of cymiazole hydrochloride on SCE frequency in cultures of human peripheral blood
Iymphocytes
" Procenat srednje
Koncentracija | Standardna | Standardna | vrednosti SCEa u
cimiazol Srednja S "
hi ) Opseg / devijacija / greSka/ | odnosu na kontrolu /
idrohlorida / )7 vrednost / Standard Standard | P t of al
Cymiazole ange Mean value andar: andar ercent of mean value
bl : SCE deviation error of SCE in respect to
wydrochloride SCE sD SE control
concentrations X
K
Kontrola / Control 3-9 5.930 1.9008 0.1344 100.00
0,01 mg/ml 3-10 8.195 1.8120 0.1281 138.20
0,10 mg/ml 5-12 8.780 1.8022 0.1274 148.06
1,00 mg/mi 7-16 13.465 1.8832 0.1332 227.06
Pozitivha kontrola /
Positive control 9-29 23.695 4.4599 0.3154 399.58
25
23.695
8 20 (—
E
<
<
S 15 —
= 13.465
e e
5 8.78 e
2 10 = |
> 8.195 7 2
k] o]
@ e
2 % o
T T % T % T
Kontrola/  0.01 mg/ml 0.1 mg/ml 1 mg/ml Pozitivha kontrola/
Control Positive control

Slika 1. Uticaj cimiazol hidrohlorida na ucestalost SCEa u kulturama limfocita periferne
krvi Coveka
Figure 1 Influence of cymiazole hydrochloride on SCE frequency in cultures of human peripheral blood
Iymphocytes
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Cimiazol hidrohlorid, pri svim eksperimentalnim koncentracijama
omogucio je statistiCki znacajno povecanje vrednosti mitotskog indeksa (M) i in-
deksa proliferacije (PI).

Tabela 2. Uticaj cimiazol hidrohlorida na vrednosti mitotskog indeksa (MI) u kulturama
limfocita periferne krvi Coveka
Table 2. Influence of cymiazole hydrochloride on mitotic index (MI) in cultures of human peripheral blood

Iymphocytes
Koncentracija cimiazol | Srednja Standardna | Standardna
. . devijacija / greska /
hidrohlorida / vrednost / Minimum Maximum Standard Standard
Cymiazole hydrochloride | Mean value deviati
concentrations Ml eviation error
SD SE
Kontrola / Control 5.47 5.13 6.05 0.3494 0.0902
0,01 mg/ml 7.35 711 7.81 0.1850 0.0478
0,10 mg/ml 8.31 8.02 8.81 0.1989 0.0514
1,00 mg/mi 12.33 11.99 12.97 0.2517 0.0650
Pozitivna kontrola / 1457 14.02 15.43 0.4429 0.1144
Positive control
18 15.43
16
W
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12.33
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Ml 0 7.31 8.31
8 \
5.47 F
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4 A / \—
2 A / \
0 o T /A T T 2 T k
Kontrola/  0.01 mg/ml 0.1 mg/ml 1 mg/ml  Pozitivna kontrola /
Control Positive control

Slika 2. Uticaj cimiazol hidrohlorida na mitotski indeks (Ml) u kulturama limfocita
periferne krvi Coveka /
Figure 2. Influence of cymiazole hydrochloride on mitotic indices (MI) in cultures of human peripheral
blood Iymphocytes
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Rezultati dobijeni za vrednosti mitotskog indeksa prikazani su na ta-
beli 1 i slici 1. Vrlo znacajne statisti¢ke razlike (p<0,001) javljaju se izmedu vred-
nosti negativne kontrole i svih koncentracija cimiazola u tretiranim kulturama.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i za vrednosti indeksa proliferacije (tabela 3 i

slika 3).

Tabela 3. Uticaj cimiazol hidrohlorida na vrednosti indeksa proliferacije (Pl) u kulturama
limfocita periferne krvi Coveka
Table 3. Influence of cymiazole hydrochloride on proliferation index (PI) in cultures of human peripheral

blood lymphocytes
Koncentracija cimiazol Srednja %t:a?ae;?anil Stgpedé?(;d?a
hidrohlorida / vrednost / - )
Cymiazole hydrochloride | Mean value Minimum Maximum gtaz'm;afrd Standard
concentrations PI eviation error
SD SE
Kontrola / Control 1.72 1.695 1.790 0.028452 0.007346
0,01 mg/ml 1.83 1.820 1.860 0.012659 0.003268
0,10 mg/ml 1.84 1.830 1.875 0.011310 0.002920
1,00 mg/mi 1.87 1.830 1.905 0.017948 0.004634
Pozitivna kontrola /
Pusitive control 1.99 1.965 2.025 0.022615 0.005839

2.05
2 1.%
1.95 187 \
1.9
185 1.83 1.84 \
PI : 7 \
18 1.72 \
1.75 /
1.7 / \
1.65 % \
1.6 /
1.55 . . a4 . -‘:“\
Kontrola / 0.01 mg/ml 0.1 mg/ml 1mg/ml  Pozitivha kontrola/
Control Positive control

Slika 3. Uticaj cimiazol hidrohlorida na indeks proliferacije (P1) u kulturama limfocita
periferne krvi Coveka
Figure 3. Influence of cymiazole hydrochloride on proliferation indices (PI) in cultures of human peripheral
blood lymphocytes
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Na osnovu ovih rezultata moglo bi da se zakljuci da cimiazol hidrohlo-
rid omogucava znacajno citomoduliraju¢e dejstvo kao i to da ova supstancija is-
kazuje genotoksi¢na svojstva.

Mnogi istrazivaci su zapazili da cimiazol hidrohlorid iskazuje nepozelj-
na dejstva na same pcele. Tako Omar i Shoriete [13] ukazuju na zaostajanje u
razviéu hipofaringealnih zlezda i povecanje kiselosti rektalnog sadrzaja, dok
Stanimirovi¢ i sar [19] navode postojanje efekata na nivou spermatogeneze i oo-
geneze. Kezi¢ i sar [10] navode povecéanje aktivnosti nekih enzima kao Sto je
benzo-(a)-pyrene monooksidaza, do 300 posto.

Prema podacima Evropske agencije za procenu medicinskih proiz-
voda [4] (The European Agency for Evaluation of Medicinal Products), posle pri-
mene metoda nakapavanja preporucenih doza ovoga leka, rezidue cimiazol hi-
drohlorida bile su: u medu u opsegu od 0,01do 1,1 mg/kg, od 0,2 do 9,3 mg/kg u
pcelinjem sa¢uiod 0,37 do 1,25 mg/kg u vosku. Posle metode hranjenja, koncen-
tracije cimiazol hidrohlorida su bile nize: od 0,01 do 0,34 mg/kg u medu, od 0,33
do 2,4 mg/kg u pcelinjem sacu i od 0,3 do 1,02 mg/kg u vosku.

U nekim zemljama utvrdene su najveée moguce dozvolijene doze
(MRL), za rezidue cimiazola i one se razlikuju u raznim drzavama. Tako, maksi-
malna dozvoljena doza (MRL) cimiazola u medu iznosi 0,01 ppm u ltaliji i Ne-
mackoj, 1 ppm vazi za EU, dok u SAD-u, maksimalno dozvoljena doza uopste nije
propisana.

Pcele su u stanju da razgraduju ovu supstanciju [2, 3] u izvesnoj meri.
Nazalost, veliki broj podataka iz literature o njenom Stetnom delovanju, a posebno
rezultati ovog, prikazanog istrazivanja, koji upuéuju na njena genotoksi¢na svo-
jstva, ukazuju na to da je izuzetno vazno postovanje pravila pri njenoj upotrebii da
je potrebna velika opreznost u odnosu na prisustvo mogucéih rezidua, da ne bi
umesto zdrave hrane i bezbednih medikamenata imali proizvode dalekosezno
Stetne po zive organizme.

Zakljuéak / Conclusion

Rezultati testiranja cimiazol hidrohlorida su pokazali statistiCki vrlo
znacajno povecanje SCE-a (p<0,001) u poredenju sa negativnom kontrolom; tj.
cimiazol hidrohlorid je u kulturi humanih limfocita, u primenjenim koncentraci-
jama, ispoljio genotoksi¢na svojstva. Sve eksperimentalne koncentracije cimiazol
hidrohlorida su statistiCki znaCajno (p<0,001) povisile vrednosti mitotskog in-
deksa (MI) i indeksa proliferacije (Pl), takode. Tako, dobijeni rezultati ukazuju na
znacajne citomoduliraju¢e efekte i genotoksi¢na svojstva ove supstancije.

Rad je izraden u okviru zadatka projekta br. 1870 kaoji je finansiralo Ministarstvo za nauku Srbije.
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ENGLISH

EFFECTS OF CYMIAZOLE HYDROCHLORIDE ON SISTER-CHROMATID
EXCHANGES, MITOTIC AND PROLIFERATION INDICES IN CULTURED HUMAN
LYMPHOCYTES

Z. Stanimirovié, Svetlana Fister, D. Girkovié

Cymiazole hydrochloride is the active component of the acaricides Apitol®
and Apichem® which are used as varroacide in beekeeping. Since residues of cymiazole
hydrochloride were detected in all bee products being used for human nutrition and as al-
ternative medications in human and veterinary medicine, the aim of this study was to evalu-
ate the capability of this substance to produce genotoxic effects in peripheral human blood
lymphocytes and its possible influence on mitotic activity and cell cycle kinetics. The geno-
toxic effects were studied by in vitro SCE-test. The results that were obtained for all doses
applied in cultures (0.01 mg/ml, 0.1 mg/ml and 1 mg/ml) showed the very significant in-
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creases in frequencies of SCEs (p<0.001) in comparison to negative controls; i.e. the
cymiazole hydrochloride exhibited genotoxic properties. All experimental concentrations
of cymiazole hydrochloride caused statistically highly significant (p<0.001) increased mi-
totic index values (MI) and proliferation index (PI), too. Thus, the obtained data indicate sig-
nificant cytomodulatoring effects and genotoxic properties.

Key words: cymiazole hydrochloride, acaricides, beekeeping, genotoxicity, SCE-test,
mitotic index, proliferation index

PYCCKWUA

AEACTBOBAHUE r'MAPOXJIOPUA UMMWNAZOJIA HA OBMEH CECTPUHCKNX
XPOMATUAOB, MUTOTOYECKUU N NPONIM®EPATUBHbLIN UHOEKC B
KYJNbTYPAX T'YMAHHBIX NTMM®OLIUTOB

3. Cranumuposud, CeetnaHa ®uwTtep, [l. YupkoBuy

Mmapoxnopua uMMmMasonia akTUBHbI KOMMOHEHT akapuuugos Apitol-a u
Apihem-a, nonb3yemble B KadecTBe Bappoaunaos B nyenosoactee. Vimes B Bugy, 4To
OCTaTKM rMApoXIopus LMMnasorna, ycTaHOBIIeHHbIE BO BCEX MYENUHbIX MPOAYKTaXx, Mosib-
3yemble B YeN0BEYECKOM NUTaHUK, CIIOBHO U B TYMaHHOW BETEPUHAPHON MeanuuHe Kak
anbTepHaTUBHbIE MEAVKAMEHTbI, Liefb 3TOro N3y4eHusi 6binia OLeHNTb COCOOHOCTb STOM
cybCcTaHumK, BbI3BaTb FEHOTOKCMYECKUE ahdeKTbl B KyNbTypax NMMdoumToB nepud-
€pUYECKON KPOBM HeroBeKa N €€ BO3MOXKHOE BIIMAHME HA MUTOTUYECKYIO aKTUBHOCTb U
KMHETUKY KNeTO4YHOro uykna. F'eHoTokcu4eckme apheKkTv nayyeHsl npuMmeHeHmem SCE-
TecTa in vitro. Pe3ynbTaTbl NOKa3anm CTaTUCTUYECKN O4eHb 3HaYMTENbHOE yBennyeHne
SCE-a (p<0,001) B cpaBHeHWUM € OTpULATENbHLIM KOHTPONEM; T.€. TMAPOX0Nopus Lmmma-
30/1a MposiBUI reHOTOKCUYEecKue cBoncTBa. Bce akcnepumeHTanbHble KOHUeHTpauum
rmapoxnopua ummMmmnasona ctaTucTU4eckn aHadmTernbHo (p<0,001) NOBLICMM CTOUMOCTM
mMuToTMYeckoro nigekca (M) n niaekca nponudpepauum (MN), Takke. Tak, NONyYeHHbIe
pes3ynbTaTthl yKa3biBalOT Ha 3HAYUTENbHbIE LMTOMOAYMpyowme ahdeKTbl 1 reHOTOK-
CcMyeckme CBONCTBA.

KnioyeBble crioBa: rmapoxnopus Lmmasona, akapmumasl, N4enoBoacTBo,

reHoToKCcMYHOCTb, SCE-TeCT, MUTOTUYECKNIA MHAEKC, MHOEKC
nponudgepaumu
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