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ANTONINA SOPIŃSKA

50 ul (1 p Ci) tymidyny znakowanej trytem. Hodo-
wlę pozostawiono ,"v odpowiednich temperaturach na
okres 24 godzin. Po zahamowanej inkubacji Ieukocyty
przenoszono przy użyciu bibuły filtracyjnej do na-
czynek scyntylacyjnych. Po dodaniu płynu scyntyla-
cyjnego w liczniku scyntylacyjnym odczytywano licz-
bę impulsów na minutę (cpm) w zależności od ilości
znakowanej tymidyny .lvbudolvanej do form blastycz-
nych limfocytów. W oparciu o uzyskane wyniki obli-
czano indeks stymulacy jny (IS) podstawiając dane
do wzoru:

IS: cpm stymulowanej hodowli
cpm niestymulowanej hodowli

Uzyskane wyniki poddano analizie stytystycznej -testem t-Studenta.

\Myniki li omówienie
,Stymulac,ia limfocytów mitogenem PHA w

stężen,iu 20 1l"g/ml,.
Badania nad wpłvwem ,mitogenu PHA na

przebieg transformacii blastvcznei limfocvtów
karpi przedstawiono w tab. 1.

Indeks stymulacyiny (IS dla limfocytów krwi

zostosowonie leslu łronsformocii bloslycznei limfocylów
w bodonioch odporności komórkowei u korpi in vilroo)

zaklad Chorób Ryb Instytutu ChotóP zakaźr'ych i Inwazylnych Wydziału weterynaryjne8o AR,
-11. Akademicka 12, 20-033 Lubtil

Badania ln ui,tro dostarczają wielu i,nformacji
o funkcionowaniu komórkowy,ch me,chanizmów
obro,nny,ch organizmu. Jedną z metod ocenia-
jących reaktyłvność immun,otrogiczną limfocv-
tów jest test transformacii blastvcznei limfo-
cytów stymulowarnvch ptzez mitogenv. Test
ten pozwala oc,enić z dużą precvzją stan nad-
wrażliwości organizmu lub up,ośledzenie rea-
kcii obronny,ch. W dostępnr,rm piśmiennictwie
istnieie niewiele danvch dotvczą,cvch wykonv-
wania tego, testu u ryb ,(3,, 4, 6, 9). Badania te
doty,czą głów,nie ryb łososiowatych. Nieliczne
tvlko publikacje dotvczą karpi (B, 10).

Cetrem pracy bvło poznanie zjawiska tran-
sformacii blastvcznei u karpi. Określlono wpłvw
wVbranvch mitogenów na ]imf,ocyty krwi ob-
wodowej, nerki głowowei i śledzionv karpi
w zależnoślci od temperatury i czasu inkubacii
oraz a'ktv ]imfocvtów w przebiegu cho-
ro'by grzv (pleśniawki).

Materiał i metody
Badania wykonano u 1,0 kar6li zdrowy,ch (Kz) o

masie 350-4 rych z wyraźnymi
ohjawami p (K2) miały masę
250-300 c. no w akwariach

mfocyty izolowanoj i śledziony (2, 7),
lub z serca, nato-

'?,ffi?.§ć:ęl,ńi*:
rry materiał rozcieńczano płynern E,a8:le'a i wirowano
ptzez 40 mi e
,,1imphoprep.
nie przy uży
niu komórki

-*_ 
eil"" tlrr"nsowana przez Instytut Ęybactwa śróclląclowego

W o1sztynie.
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TaŁl. 1

Narząd
tkanka

-Krew

Nerka
głowowa

sledziona

Grupa
ryb

zdrowe

Tem-
pera-
tura
inku-
bacji

(oC)

Czas
inku-
bacji
godz)

Wpłyłv lm itt ogenów : f it oh,e,ma glut yn inry (PHA),
na wyniki indeks,u ,stymulacyjne,go (IlS)

konrk,ana.,vali,ny,(C,on A), wyciągrł Lszk,arłatkli (PWM)
u ryb zdro,wych i chtorych na p)ieśniawkę *

Mit,o,geny

PIIA
20 ugim,l

23,26a 4;55
2,8,4b 0,90

]1,5?
2,54

Con A
50 u,g/rnl

13,97a 3,6E
5,,51,b 2,I9

P\MM
50 pglml

4,65a 2,24
3,07b 0,75

10,30c 4,20
13,5Otd 3,44

].,0]3e 0,68
4!,60f 0,6i5

6,Bl9a 2,3,2
4,05b 1,01

PWM
100 pglml

7,40a 1,50
6,4,Bb ,2,10

17,E5,c 4,72
20,30d 5,10

2,6,,18,a

10,20b

1,09tc 0,55
2,80d 2ł|,5

B,4l5a 3,00
14,5Brb 2,80

i*s x*s x+s X+s

C,on A
10,0 pr,g/łnl

6,Ą7
4,30

] 
chore 28

,l2

s6

72
96

72
96

l4
96

22

28

28

,l2

96

,l2

96

5,5,8c
6,42c

7,03c 1,60
5,14b 1,03

chore

22

28

Ąs57a 1,1,6
6,20a t1,40

2,łId 1,93
3,38d 1,35

3"77a
ĄB4,b

1,Bld 0,76
3,5B,e 2,05

1"43,-^

7,3 f.

0,87
2,70

11,4|5b ?,10
B,62c 2,40

1,6,6d 0,54
2,|Ąd 0,7]3

6,80c 3,70
6,'i7c 2,20

11,7l8 c 4,7,ó
il,l,3,6c 6,5i6

5,0 3]d 4,7 4
6,21e 4,Ą5

9,70a 5,40
4,68b 1;50

9,0i0a 6,22
10,30,c 6,80

,8,46,c 3,|2
8,30c 3,6,0

9,6r5a 2;,76
16,41b 9,20

L7,22c 7,4|0
19,12d 10,10

0,9,5
2,00

zdrowe

1,,16,d
3,3iOe

3,51d 2,73
2,40lb 0,95

5,7'3 a 2,05
5,1I2a 0,BB

0,1i
1,,20

2,00rd 0,90
2,,67e il,B0

i.0,70e t,7 4
51,42f 2,6,3

9,71a 2,5,0
9,16a 3,06

9,4i4,c 4,816

4"3 3 d C,13
6,3,2a 2J5
8,75ib 3,97

1,14c 0,37
2,0?,d 7;q5

19,0rlłJ 5,85
J,4,,ł!5,c 4,00

2!30d 0"l2
7,95e 2,87

2,34e
5,96f

080
1 B,2

4,2!6,d 0,13
10,24c 3,02

objaśnienia: * 
- porównań średnich wartości Is d.okonywano: w obu grupach ryb w każdej temperatuze inkubacji w

zaleŻności od czasu inkubacji (72 godz, i 96 8odz.), w grupie ryb zdrowych przy tym samym czasie inkub_acji w zaleŻnoŚci
od temperatury inkubacji (22"i ii8'c), w giupie'iytl Żarówycn i chorych przJrtemperaturze inkubacji 28oc i tych samych
czasach inkubacji; a, ib,,c, d, e, l - średnie oznaczone różnyrni literami różnią się istotnie p{:Zy p<0,01.

obwodowej bvł istotnie wyższy plzv inkubacii
trwającej 72 godzinv w tem,p,eraturze 22oC nź
trwaiącei 96 godzin w tei samei temperatu-
tze. Wy,niki uzyskane w temp,eraturze 2BoC
nie wykazały różnic statystvcznie istotnvch po
72 i 96-go,dzi,nnei inkubacii. Wyniki uzvskane
w temperatltze ZBoC w porównaniu do uzy-
skanvch w tempelatlrze 2,2oC po ?2-godzinnei
inkubacii |yiy niższe, z,aś po 96 godzinnej in*
kubac,ii - wyżlsze.

wartość Is limfocvtów uzvskanvch z krwi
obwodowei karpi chorych na p]eśniawkę (w
temperaturze 28oC) była zrraczrrie niższa niż
u lyb zdrowych. TJzvska,ne \Maltości bvłv istot-
nie nizsze po inkubacii 7?-godzinne,i niż po
96-godzirrnei.

Indeks stvmuiacyiny uzyskany dJ.a limfocy-
tów nerki głowowei wyraźnie za],eż,ał o,d tem-
peraturv inkubacji. W temperaturze 22oC war-
tości te bvłv ogólnie niższe rriz w 2BoC. Czas
inkubacji w temperaturze 22oC nie wpłvwał
istotnie na te wartości, natomiast v/ tempe-
Iaturze 28oC notowano wyzsze wyniki po 7ż-
-godzinn,ej inkuibacii niż po 96-godzinnei.

Limfocytv z nerl<i głowowej rvb chorych na
pleśniawkę wykazvwałv wvraźnie obniżoną
aktvwność objawiaiącą,się niż,szvmi wartościa-
mi IS. Nie obserw,owano u rjb chonvch \ilpły-
wu czasu inkubacii na te wartości.

Sty,mulacia fitohemaglutvniną (PHA) limfo-
cytów izolowanych ze śledzionv dała wyższe
wyniki IS pr
temoeraturze t
oraz ZB)C) u §
-godzilrnei inkubacji niż po 96-godzinnej (róż-
IIic& zawsze staty§tycznie istotna).

U ry,b chorych na pleśniawkę warto,ści te
były znacznie nizsze i za\eżały wvraźnie od
,czasu inkubacli (niższe w hodowli 7?-godztn-
nej).

Stvmul,acia limfocvtów mitogenem Con A
\M ,stęże|niu 50 pg/ml ,oraz 100 pglml.

Wvniki badań rrad wpływem konkanawali-
ny A na prz€bieg zjawisl<a transformacji bla-
stycznei lirnfocvtów karpi ,przeds,tawiono w
tab.1,

Uzyskane warto;ści IS dla limfocytów krwi
obwo,dowei karpi zdrowych bvłv wyższ,e (ok.
Z-kro,tnie) plzy zastoso,waniu wyższei dawki
mitogenu Con A. Po z,astosowaniu obu stężeń
mitogenu po 7?-godzin,nej inkubacji uzyskano
zna,c;nie wyższe w)miki w temperaturze 22oC
niż w 28oC; natomiast po 96 godzinnej inku-
bacii nie uzyskano statystycznie istotnvch róż-
nic !v zal,eżności od ternpe,raturv. Po zast,os,o-
waniu ohu istężeń mito]genu Con A dla limfo-
cytv z krwi obwodowej karpi chorvch na płeś-
niawkę uzyskano, zn.acznie niższe wartości IS

9,15b 2,00
9,05b 3,30
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niż u ryb zdrowych (zwłaszcza po zastosowa-
niu wvższego stężenia mitogenu).

W badaniach zjavriska transformacii bla-
stycznej limfocvtów izolo,wanvch z nerki gło-
wowej ryb z,drow5rch obserwowano wyzsze
wa,rtoś,ci IS przy użyciu wyższego stężenia mi-
togenu Con A. W temperaturze 22"C obserwo-
wano istotnv wpłvrv czasu irrkubacji na war-
tości IS, natomiast w temperaturze ZBoC za-
leżnośó ta nie wvstępowała.

Uzyskane wyniki IS u r.flb chorvch były ogóI-
nie is,totnie niższe niż u zdrowych, przy czym
najniźsz,e po zastosowa,niu stężenia Con A
50 pg/ml.

Limfocytv śledziony stymulowane mitoge-
nem Con A okazały się na ogół aktywnieisze
w temperaturze 2BoC niż w 22oC. W niższym
stężeniu mitogenu (50 pglml) w temperaturze
28oC wartości IS są wyższe w hodowli ?2-
-godzinne,i niż w 96-godzinnej, ,natomiast w
stężeniu wyższym (100 pg/ml) wartości te rrie
różniły się statystycznie istotńe (temperatu-
ra ZBoC).

U ryb chorvch uzyskano niższ,e war,tości IS
jedynie w hodowli limfocvtów inkubowanych
przez okres ?Z-godzinny, zŃ. po 96-godzinnej
inkubacji uzyskane wyniki bvły zbliżone do
ryb zdrowych.

Stvmulacia limfocvtów mito,genem PWM w
stężeniu 50 pglml oraz 100 pg/ml.

Wyniki badań nad zjawiskiem transformacji
blastvcznej limfocvtów karpi stymulowanvch
mitogenem PWM przedstawiono w tab. 1.

W obu stężeniach mitogenu limfocvty krwi
obwo,dowej karpi zdrowych były znacznie
aktywniejsze w temperaturze }BoC niż 22oC.
W stężeniach tvch wartości IS uzyskane w
temperaturze ŁBoC były znamiennie wyższe
przv 96-godzinnej inkubacji niż po ?Z-godzń-
nej.

Uzyskane wartośei IS u ryb chorvch na pleś-
ni,awkę bvłv istotnie irriższe niż u rvb zdro-
wvch. Notowan,o szczególnie niskie wartości IS
dla limfocytów krwi obwodowej w hodowli 72-
godzinnej.

Obserwowano wyższe warto,ści IS dla tim-
focvtów izolowanvch z nerki głoworvej karpi
przy wyższej dawce mitogenu (100 pglml) niż
ptzy niższej (50 pglml)" Porównując wpływ
temperatury na te wartości stwierdzono, że
są one wyższe w temperaturze 28oC rriż w
temperaturze 22oC, 

"o "ą5folsowaniu 
niższego

stężenia mitogenu wartości IS bvłv wyższe po
7Z-godzinnej inkubacii, natomiast po zastoso-
waniu wvższ,ego stężenia mitog,enu wartości te
bvły wyższe po 96-godzinnei inkubacji.

u rvb chorych obserwowano istótnie nriższe
wartości IS zarówno w hodowli 72, iak i 96-
-godzinnei limfocvtów nerki głowowej.

Limfocyty śledziony wvraźnie reagowały ,rra
złviększoną dawkę mitogenu PWM. Obserwo-
wano również za\eżnośó tei wartoś,ci od tem-
peratury inkubaeji. W temperaturze 28oC

166

uzyskano wyższe wartości lniż w 22oC. Czas
inkubacji wpłynął istotrrLie ną wartości IS tvl-
ko po inktlbacji w ZBoC. Przy lni252yoo stężeńiu
mitogenu wyższe warto,ści wvstąpiłv po 96-
-godzinnej inkubacji, na,torniast przv' wyższym
stężeniu rnitogenu po 7?-godzinnei inkubacji.

U ryb chorych w każdvm przypadku aktvw-
rr,ośó limfocybów śledziony uległa znacznemu
obniżeniu.

Metoda oc,eny transformacji blastvcznei
oparta na pomiarze inkorporacji radioaktyw-
nie zna'kowarnej tymidyny w stymulowane
limfocyty karpia ,okazała się bardzo czuła i ,de
kładna, Stwierdzono, że nasilenie i dynamika
transformacji blastycznej limfocvtów zależy od
rodzaju i dawki użytego do stymulacii mito-
genu. Limfocvty ,izolowane z krwi obwodo-
wej, nerki głowowei i śledziony najsilniei rea-
gowałv po zastosowaniu mitogenu PWM w
stęż,eniu 100 pglml. Zastosowanie tej dawki
powodowało maks\mralne vlłączenie H8 - tlr-
midyny w transformuiące komórki po 96-9o-
dzinnej inkubacji w temperaturze 28"C.

Wiadomo, że PHA oraz Con A są silnvmi
induktorami różnicow,ania się limfocytów T w
l<omórki b],astyczne u wyższvch kręgowców
(11). W pracach dotvczących transformacji bla-
stycznei u lyb niektórzy autorzy zwracają
uwagę, że oprócz rodzaju mitogenu rówrnież
i temperatura inkubacji jest czynnikiem róż-
nicującvm populacie limfocvtów (1, 3, 5).
Wyższa temperatura inkubacji pobudza w
większvm stopniu aktywność blastvczną limfo-
cytólv T niż limfocvtów B. Wiadorno, że za-
kres optvmalnej temp,eratury powodującej wy-
stępowanie zjawiska transformacji blastycznej
żn aitro wynosi 22oC-32oC. Można stąd wrrio-
skować, że zast,osowana w pracy temperatura
22oC sprzvjała raczej stvmulacji limfocvtów
B. Uzvskane różn,e wartości IS w obu zastoso-
wanych temp,eraturach (22oC i 28oC) potwier-
dzałv y to przvpuszczenie.

obserwowanv w badaniach nad transfor-
macją blastvczną limfocytów stymulowanvch
PHA or,az Con A spadek nasil,enia tego zia-
wiska po 96-godzi,nnej inkubaci,i w porówna-
niu z ?2-godzinną może wsikazvwać na obni-
ż,enie żvwotnoś,ci limfo,cytów wraz ze wzta-
stem czasu inkubacji.

U ryb chorych na pleśniawkę stwierdzono
obniżoną tran,sformaeję blastyczną limfoevtów
krwi oburodowei. nerki głowowej i śledziony
w odpowiedzi na zastosowarne mitogeny. Wy-
niki te wskazuią na zmnieiszoną odpornŃó
tvpu komórkowego tt tych rvb.

Wnioski
1 Metoda izotopovra transformacji błastvcz-

nei limfocvtów karpi iest nrzydatna d,o oceny
aktvwności ,obronnej tvch komórek

2" Limfocvty uzvska,ne z krivi ohvrodorvej,
n,erki głowowei i śtredzion,y wykazuią reakcię
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immunologiczną na rvszystkie podawane mi-
togenv (PI{A, Con A, PWM); lvyższe dawki
mitog,enu powodują nasilenie transformacji
blastyczne j limfocytów szczególnie po zasto-
sowaniu mitogenu PWM.

3. Optymalnymi warunkami badania ziawi-
ska transformacii blastvcznej limfocytów kar-
pia §ą: tempeiatura ZB.C aTaz 7}-godzinny
czas inkubacii,

4. Test transformacii blastycznej limfocy-
tórv stymu]owanvch mitogenami wykonanv u
ryb chorvch na pleśniawkę wvkazuje zmniej-
szo|ną reaktvwność immunolagi,czną tvch ko-
mórek; iest on także przydatny do oceny o,d-
pornośoi tvpu komórkowego u rvb chorych.
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Conrrrrcxaa A. - IIpnoAIIocTb KIrI[Tep!!fl 6łactn.łec-
xofi rparrc@opMarłIĄr łrnłr@oqrłton B uccneAoBanrlffx
KIeTorrHoro ilM!,tyEIłTeTa !i KapIIoB in vitro

Oupegełralacb IIpŁIoAHocTb Kpr{reprla 6nactrqecroż
rpanc$oplłaqvw łtulr;ĘoqvtroB AJIfi oI{eHKr{ 3alqr,ITHori
aKTr{BHocTrt .rrłlu@oqłtroa Kapila. 3ror xprtepuf,t Bt t-
IIoJIHfiJIcff łI3oToIIHIIM MeToAoM y 10 agopoeblx Kap-
non (Kz) m 5 6onrglrx Kap[oB c cyIMIIToMaMI4 callpo-
fiel}Ir{eBolo AepMaToMI]rKosa. Jlrłrsoqłrrrr 6rl.nlr no.rry-
qaeMbl lrs uepr,r$epu.łecxoż KpoBl, rro.<Ku vI cejle3en-
KrI KaprroB. 3tz xłerru cTŁMyJIIłpoBaJIrlcb cJIeAyIouł]ł-
Mm M[ToteHałrr: PHA, Con A, P'WM. OtueqeHo, tITo
oIITr{MaJIbHbIMrt ycJloBlIaMil ]4ccJIeAoBaHI4fl aBJIeHlE
6"rrac rrł.łecxoż rpa HcQopmaqrłr łrlt$oIłI4FoB Kapna fl B-
JI'xIoTcff: TeMnepaTypa 28oC u 72-.racoBoe EpeMH ]4H-
wy6aąuw,

Kpllr epuf,t 6.rra c tuqecxolt rpa Hc$opmaqzr nulłQo-
qI4ToB, BbI[eJIHeHHbuł y psI6, 6onrgrtx canpoJlelHle-
BbIM AepMaToMTilKo3oM, IloEe3hIBaeT yMeHbIIIeHIlyK) r4M-
MyHorlorr{qecKyp peaKTr{BHocTb 9T]4x KJIeToK.

Sopińska A. 
- Usefulness of the blast transformation

test for determirring cell immunity in carps

The usefulness of the blast transformation test of
lymphocytes for determining lymphocyte defence ac-
tivity in the carp was examined, The test was per-
iormed by means of isotope method in 10 normal
carps and 5 carps d the hthae.
Lymphocytes were the blood,
head kidney and th carp were
siimulated with PHA, Con A and PWM. It was found
that the most suitable conditions to pórform the
test appeared after 72 hours of incubation at 28oC.
Weaker immunological response ol cells was noted
in fish with the signs of aphthae using the above
test.

BOLIN §. R., MC CLURKIN A. iW., CORIA M. F.:
Wpływ wirusa biegunki bydła na skład procentowy
i absoluiną liczbę limfocytów T i 1B we krwi oblvo-
dowej bydła. (Effects 'pf bovine viral diarrhoea virus
on the percentages and absolute numbers of circu-
lating B and T lymphocytes in cattle). Am, J. vet.
Res. 46, 884--B86, 1985 (4)

Określono. pr
tówTiBwe o
10-15 miesięcy
szczepem wirus z
Wirus
5-7 d
4ioc),
które
stych
dnia po zakażeniu wynosiło od 1:16 do 1:64. Zarów-
no a'osolutna liczba limfocytów T i B we krwi obwo-
dowej jak i skład procentowy tych limfocytów obni-żal się. Liczba linrfocytów B 7 dnia rro zakażeniu
wynosiła 850 kom/rnmt, limfocytów T 21^00 kom./mms.
Pro'centowa za zakaże-
niem wynosiła akażeniu
19 1 l,tsjÓ,_, zaś 59 f 0,90/oi 4B+2,I0l0. YIa acały do
nolrny 14 dnia

6.

BARBoUB E. K., NABoUT N. II., AL-NAKHALIH. M.: Zastosowanie markerów epide.rniolcgicznych
w celu wykryc eczką okrężnicy
u kur. (Use ,of to itlentify the
source of Esch n poultry). Am.
J. vet. Res, 46,

W trakcie badań epidemiologicznych natl posocz-

nicą u kur na tle zakażenia pałeczkami okrężnicy
przepro,ładzonych na dwóch fermach. brojlerów w
Arabii Saudyjskiej z krwi sercowej i wątroby wy-
osobniono 101 szczepów E. coli, Wśród wyizolowa-
nyc,h szczepów ,Cclminowały dwa slerotypy O3l3:E14
(5i,8%) ,i o?8:H (il9,60.ó). '\{ylj,761],9q,ząllę ,szóz'epy były
op,orne na furaz,olildon-lsń,relptotmycynę-s,uirfaliazol
względnie na streptomycynę-sulfatiazol-tetracykliny.
Te właściwości wykorzystano jako markery epide-
miologiczne. Analiza właściwości szczepów E. coli
wyosobni,cnyłch z rÓżnych Źród,e,l wykazala,, że źxód-
łem zakaźenia ferm brojlerów była ferma wylęgowa.

G.

BAKEE J. C., AME§ T. R., MARKIIAM R. J. F.:
Badanie §erologiczne bydła w Minnesota tv kierunku
lvystępowania zakażeft wywolanych przez wirus syn-
cycjalny ukladu odtlechowego byclła. (Serologic stu-
łiies of bovine respilratory syncytial virrls in Minne-
sota cattle). Am. J. vet, Ęes. 46, 891-892, 1985 (4)

rllsem BĘST/ a także na jego udział ,"v etiologii scho-
rzeń układu oddechowego bydła mlecznego.

G.
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