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Ocena aktywnosci komérkowych proceséw obronnych u karpi
chorych na saprolegnioze, po leczeniu zielenig malachitowq
i zastosowaniu preparatu immunostymulujgcego
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Saprolegnioza, czyli plesniawka, jest czesto
wystepujaca chorobg karpi hodowlanych, poja-
wiajaca sie zwlaszeza w wyniku uszkodzen po-
wlok ciala w czasie zabiegow wykonywanych
w przebiegu cyklu hodowlanego (odiéw, trans-
port). NajczeSciej stosowanym 1 skutecznym
srodkiem leczniczym do zwalczania tej grzybi-
cy jest zielen malachitowa. Lecznicza kagpiel
ryb w wodnym roztworze tego $rodka o odpo-
wiednim stezeniu moze byé stosowana zaréwno
w basenach po odlowie ryb ze stawdw, jak
i bezposrednio w stawach. Srodek ten jest réow-
niez stosowany do zwalczania ple$niawki ikry
{przede wszystkim ikry lososiowatych), a tak-
ze przeciw niektérym chorobom bakteryjnym
i pierwotniaczym ryb. Jest to zwigzek toksycz-
ny zaré6wno dla ryb, jak i ludzi wykonujgcych
zabieg leczniczy u ryb oraz, jak wykazaly mie-
ktore badania (3), majgcy wlasno$ci mutagen-
ne. Pomimo tego ze wzgledu na dobra skutecz-
nosé i brak innych lekow o podobnym dziata-
niu, lek ten jest powszechnie stosowany w go-
spodarstwach rybnych w wielu krajach przy
zachowaniu ostrozno$eci w czasie kontaktu z nim
ludzi oraz w dawkowaniu dla ryb.

Celem pracy bylo okreslenie wiptywu na ak-
tywno$¢ obronnych proceséw komérkowych
karpia nastepujgeych czynnikdw:

— stanu chorobowego — saprolegniozy

— srodka leczniczego -— zieleni malachitowe]

— Srodka immunostymulujgcego, kiéry mogl-
by pobudzi¢ aktywno§é obronna oraz w wy-

- niku tego spowodowaé szybszy efekt terapii

1 powrdt ryby do dobrego stanu zdrowot-
nego.

Do podjecia badan i realizacji postawionego
celu sklonity nas wyniki otrzymane w uprzednio
wykonanej pracy dotyczacej aktywnosci ko-
morkowych proceséw immunologicznych u kar-
pi dotknigtych inwazja pijawek, leczonych Ne-
guvonem i poddanych dzialaniu preparatu im-
munostymulujacego (1), ktore wykazaly nega-
tywny wplyw inwazji na aktywno$é obronna,
supresyjne dzialanie leku oraz korzystny wplyw
immunostymulacji na proces likwidacji skut-
kow choroby.

Material i metody

Materialem do badan bylo 50 sztuk narybku (K,)
karpia o masie 120—150 g, pochodzacego z gospodar-
stwa w Debicy (woj. lubelskie), wykazujacego obecnosé
na skorze licznych, bialych grzybni Saprolegnia oraz

10 sztuk karpia o podobnej wadze, pochodzacych z
gospodarstwa w Podlodowie (woj. lubelskie), nie za-
kazonych tymi grzybami.

Ocene komoérkowej aktywnosei obronnej karpi
doswiadczalych i kontrolnych przeprowadzono przy
pomocy testu NBT okreslajacego akiywno$é metabo-
liczng granulocytéw obojetnochtonnych zmodyfikowa-
nego wedlug wlasnych badan (2), testu rozetowego E
okreslajacego liczbe form rozetowych tworzonych
przez limfoeyty T oraz przy pomoecy badania cyto-
chemicznego okreélajgceso obecnosé a-naftyloesterazy
w bionach komorkowych limfocytéw T. Jako badanie
pomocnicze pozwalajace podrednio sadzié o odpowie-
dzi obronnej ryb wykonano obliczenie ogblnej liczby
leukocytow oraz liczby neutrocytéw we krwi bada-
nych ryb.

Do kapieli leczniczej karpi chorych na plesniawke
uzyto krystalicznej zieleni malachitowej w stezeniu
1 g na 150 1 wody. Czas kapieli wynosit 1 godzine,
Stezenie to i czas ekspozycji sa powszechnie stosowa-
ne dla karpi w gospodarstwach stawowych. Tempe-
ratura plynu leczniczego wynosita 15°C.

Do immunostymulacji uiyto preparatu Lewarnizol
firmy Jansen. Srodek ten jest stosowany u zwierzat
domowych jako lek przeciwrobaczy oraz jako stymu-
lator komérek efektorowych bioracych udzial w Zja-
wiskach odpornosciowych, szezegolnie limfocytow T
i fagocytow. Podawano go rybom dootrzewnowo w
ilosci 0,1 mg dla jednej ryby lub w kapieli w roztwo-
rze wodnym o stezeniu 75 mg na 751 wody trwa-
jacej 4 dni. Dawka doofrzewnowa Lewamizolu oraz
stgienie tego S$rodka w kapieli byly okreslone mna
podstawie wlasnych wstepnych badan nad wplywem
srodkéw immunostymulujacyeh na organizm ry¥b.

Ryby podzielono na nastepujace grupy, z ktérych
kazda zawierala 10 sztuk narybku: I — kontrolna —
ryby zdrowe, Il—ryby z wyraznymi objawami ples-
niawki, IIT — ryby z pleéniawka kapane w roztworze
zieleni malachitowej, IV — ryby z ple$niawka lkapa-
ne w zieleni malachitowej i poddane po 24 godzinach
immunostymulacji Lewamizolem podanym dootrzew-
nowo, V — ryby =z pleéniawks nie leczone, poddane
immunostymulacji Lewamizolem w kapieli, VI — Y-
by z plesniawksg nie leczone, poddane immunostymu-
lacji Lewamizolem podanym dootrzewnowao.

Material do badan z krwi ryb grupy III pobierano
po 7 dniach od wykonania kapieli leczniczei, z krwi
Tyb grup IV i VI réwniez po 7 dniach od wykonania
immunostymulacji dootrzewnowej, zas§ z krwi rybh
grupy V po 3 dniach po immunostymulacii Lewami-
zolem w Rapieli, Postepowanie to jako najkorzystniej-
sze ustalono we wstepnych badaniach wlasnych.

Ogblna liczbe krwinek bialych obliczano w 1 m?
krwi w sposéb rutynowy. Bezwgledng liczbe neutra-
cytdbw w mm? krwi oceniano na podstawie odsetka
neutrocytéw obliczanego z rozmazu zabarwionego od-
czynnikiem May-Grunwalda-Giemzy. Aktywnoéé me-
taboliczng granulocytow obojetnochlonnych okreélano
przy uzyciu testu NBT, aktywnosé immunologiczng
limfocytow T oceniano na podstawie testu rozetowego
E, zas procent limfocytéow T w krwi reagujacych
pozytywnie na obecno$é a-naftyloesterazy w ich blo-
nach komoérkowych okreélano metoda cytochemiczng
ANAE. Wszystkie te metody opisano w uprzednich
badaniach wiasnych (2).
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Tab. 1. Wyniki badan wiasnych (X & s)

“Grupy | Liczba leuko- | Liczba neutro- mg formazanu | mg formazanu emr W w g Procent
badaw- cyiow eytow NBT w probie NBT w 100 %1;2;3%01‘0021?;3{ limfocytow
cze w1l mm?d krwi | w 1 mm? krwi | 1 mm® krwi neutrocytow S | ANAE-+

e i | | |

a a a ‘ a a | a

I 19300 2055,3 1346,2 433,1 0,077 0,005 0,654 0,306 | 498 189 56,38 9,04
: b b a | b | b b

11 51600 3657 19573 4007 0,056 0,003 0,029 0,005 36,87 5,95 ‘ 40,46 6,47
2 a a a | a a

III 31800 4147 8984 2246 0,027 0,003 0,030 0,007 ‘ 9,1 3,15 54,36 9,92
b b b b b b

v . 47530 4792 9192 196,07 0,078 0,005 | 0,088 0,022 | 27,87 292 | 6462 6,95
a a a a | a | a

Vv 67400 3565 15529 3739 0,078 0,005 0,052 0,013 | 47,44 3,30 ‘ 76,07 8,37
a b a b | a a

VI 58700 5207 6514 2388 | 0,080 0,009 ‘ 0,142 0,060 i 4711 9,42 ' A3 500 B

Obja$nienia: we wszystkicﬁ grupach doswiadczalnych istotnos¢ réinic na poziomie p < 0,05 zaznaczono réznymi literami
(@ b), brak istotnosci jednakowymi literami (a a); poréwnania dokonano migdzy grupami: I 1 II, III i IV oraz V i VI

Z uzyskanych wynikéw obliczano $rednia arytme-
tyczng, odchylenie standardowe oraz wykonano sta-
tystyczne poréwnanie wynikéw przy pomocy testu t
Studenta na poziomie p<C0,05.

Wyniki i oméwienie

Uzyskane wyniki (tab. 1) wskazuja, Ze w
przebiegu saprolegniozy (poréwnanie grup I
i II) nastepuje uaktywnienie sie uktadu bialo-
krwinkowego wyrazajgce sie zwiekszeniem licz-
by ogolnej leukocytow oraz liczby neutro-
cytdw, a takze spadek aktywnosci metabo-
liczne] neutrocytéw i spadek procentu lim-

focytow T. W przebiegu intensywnej pro-
dukeji krwinek bialych w stanie choro-
bowym, co $wiadczy o mohilizacji mecha-

nizméw obronnych, nastepuje przypuszczalnie
produkeja licznych form niedojrzalych tych
krwinek, ktére odznaczaja sie niska aktywnos-
cia metaboliczna wykazang testem NBT. O
mobilizacji komoérkowego ukladu obronnego w
stanie choroby $wiadezy znaczny wzrost tworzo-
nych przez limfocyty T form rozetowych. Tru-
dno jednakie wyjasni¢ zmniejszenie sie pro-
centu limfocytéw T wykazanego testem ANAE,

Zielen malachitowa powoduje obnizenie sie
ogolnej liczby krwinek bialych oraz meutrocy-
tow i bardzo znaczne obnizenie liczby form ro-
zetowych (grupy II i III). Mogloby to $wiad-
czy¢ o obnizeniu aktywnosci obronnej, czyli dzia-
laniu immunosupresyjnym tego leku, jednakze
wyniki otrzymane przy pomocy testu NBT oraz
testu ANAE nie potwierdzaja tego dzialania
zieleni malachitowej.

Immunestymulacja zastosowana po leczeniu
zielenia malachitowg powoduje statystycznie
1stotny wzrost ogdlnej liczby leukocytéw oraz
neutrocytow, a takze istotny wzrost aktywno-
§ci neutrocytow obojetnochtonnych, liczby ro-
zet tworzonych przez fimfocyty T oraz procen-
tu limfocytéw T pozytywnie reagujacych ma
test ANAE (grupy III i IV).

Zastosowanie Lewamizolu w kapieli i iniek-
cji u ryb chorych nie leczonych (grupy V i VI)
wykazalo, ze oba te sposoby podania wykazuja
podobng skutecznoé. Z wyjatkiem wynikéw
efrzymanych testem NBT weszystkie pozostale
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wartosci uzyskane przy pomocy pozostatych
uzytych w pracy metod ulegaja po immuniza-
cji znacznemu wzrostowi (grupy V i VI) w po-
rownaniu do tych wartosei w grupie ryh leczo-
nych i stymulowanych (grupa 1V). Na tej pod-
stawie mozna sadzié, ze efekt immunostymu-
lacji jest zmmiejszany dzialaniem &rodka lecz-
niczego, tj. zieleni malachitowej.

Pozytywny wplyw Lewamizolu na chore ry-
by wyrazal sie réwmiez bardziej widoczng
1 szybeciej postepujgca likwidacja grzybni na
powierzchni ciata oraz znacznie lepsza kondy-
cja ryb miz w grupach nie poddanych immu-
nostymulacji. Infekeja grzybicza u wszystkich
ryb eksperymentalnych byta bardzo zaawanso-
wana, a ryby stabe. W czasie wykonywania ba-
dani u grup nie poddanych immunostymulacji
notowano $niecia, natomiast w-grupach po po-
daniu Lewamizolu $niecia mie wystapity.

Wnioski .

1. W przebiegu procesu chorobowego wywo-
tanego przez infekeje graybow z rodza ju Sapro-
legnia nastepuje uaktywnienie komérkowych
proceséw immunologicznych karpia,

2. Lewamizol jest skutecznym preparatem
immunostymulujgecym u karpia. Oprécz dziata-
nia stymulujacego aktywnosé obronng ma on
réwniez pozytywny wplyw na przebieg zejscia
procesu chorobowego.

3. Ze wazgledu ma podobienistwo efektu dzia-
lania Lewamizolu po podaniu rybom w kapieli
1 w iniekeji, do praktyeznego uzycia mozna po-
leci¢ kapiel ryb z tym $rodkiem.

4. Ze wzgledu na réznice otrzymanych wy-
nikow zastosowanymi metodami trudno jest
jednoznacznie wnioskowaé o immunosupresyj-
nym dzialaniu zieleni malachitowej. Konieczne
534 na ten temat dalsze badania Przy uzyciu
jeszeze innych metod.
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Prost M., Sopinska A. — Evaluation of the activity
of cellular protective reactions irn the carp with sa-
prolegnia infection after {reatment with malachite
green and immunostimulation

The effect of saprolegnia infection, therapy using
malachite green and application of Lewamisole as a
stimmulant on the activity of cellular protective me-
chanisms in the carp was evaluated. Three methods
were used in experimentations: the NBT to determine
a metabolic activity of neutrophils, rosette E test to
chieck a number of rosettes produced by T lympho-
cytes, cytochemic method to detect the presence of

alpha-naphylesterase in membranes of T lymphocytes.
Moreover, a total number of blood leukocytes and
neutrophils was determined.

It was found that: 1) fungal infection stimmulates
immunological cellular reactions 2) Lewamisole ap-
peared to be an effective immunostimulant which
affected positively the course and descent of infection
3) in practice the fish may be bather in Lewamisole
solution insted of intraperitoneal injection of this
immunostimulant becausé both ways of this drug
application gave a comparable results 4) immuno-
suppresive action of malachite green due to some
discrepancies of results (table 1) may not be univo-
cally stated.

JANUSZ WAWRZKIEWICZ, KRYSTYNA WAWRZKIEWICZ

Krzyzowe reakcje immunologiczne u cielat po szczepionkach
przeciwko grzybicy skérnej”)

Zakilad Mikrobiologii Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego AR,
ul, Akademicka 12, 20-033 Lublin

Od dawna wiadomo, ze budowa antygenowa
dermatofitow jest bardzo ztozona i ze zawiera
zaréwno grupowo swoiste, jak i gatunkowo spe-
cyficzne frakcje (5, 6, 7). Jednak dopiero wy-
razny postep w technikach immunologicznych
przyczynil sie znacznie do dokladniejszego po-
znawania tej struktury.

Andrieu i wsp. (1) amalizujge, przy uzyciu
immunoelektroforezy, sklad antygenowy roz-
nych gatunkéw dermatofitéw wykazali, w za-
leznosci od szezepu, od 10 do 20 réznych frak-
cji antygenowych. Christiansen 1 Svejgaard (3)
liczbe te znacznie podwyzszyli stwierdzajgc za
pomoca immunoelektroforezy ilosciowej u T.
rubrum i M. canis 35, u T. mentagrophytes 26
iu E. fluccosum 25 odmiennych komponentow
antygenowych. Pézniejsze badania tych samych
" gatunkéw, przeprowadzone z zastosowaniem
krzyzowe]j elektroforezy przez Montclos 1 Gui-
net (9) pozwolily na wykazanie jeszcze od 15
do 20 dodatkowych antygendw. Obecnosé wspdl-
nych antygenéw warunkuje miedzygatunkowe
krzyzowe reakcje serologiczne (12, 13, 16) i zja-
wiska krzyzowe]j nadwrazliwosci (2, 10, 23).

Pozostaje jednak nadal do wyja$nienia za-
gadnienie, czy antygeny grzybowe uczulajace
limfocyty T, odpowiedzialne za alergie typu
péZnego, sg sprzezone z frakcjami antygenowy-
mi indukujgcymi odpornos$é komodrkowsy, czy
tez stanowig odmienne ugrupowania.

Jak dotad opracowano i wprowadzono do
praktyki weterynaryjnej miedzy innymi szcze-
pionke LTF-130 (15) i Trichovac — zawierajg-
ce atenuowane szczepy Trichophyton verruco-
sum, wakeyne SP-1 ze szczepu Trichophyton
equinum przeciwko trychofitozie koni (11) oraz
szczepionke Mentavac TM-135 opartg na immu-
nogennym szczepie Trichophyton mentagrophy-
tes (8, 14). Wszystkie te preparaty stanowg zy-

*) Badania finansowane w ramach programu RR—II—24.

we szczepionki, odrebne dla kazdego gatunku
zwierzat, o stosunkowo duzej skuteczno$ci w
przypadkach infekeji homologicznym gatun-
kiem grzyba. Nasuwa sie pytanie, jak ksztal-
tuja sie zjawiska odpornosciowe u immunizo-
wanych zwierzat w przypadku zakazenia hete-
rologicznymi dermatofitami.

Obecne badania mialy na celu prze§ledzenie
krzyzowych reakcji immunologicznych u cielat,
ktérym podano inaktywowane szczepionki prze-
ciwko trychofitozie bydla, a nastepnie zakaza-
no sztucznie réznymi gatunkami -dermatofitow.

Material i metody

Szezepy. Do produkeji szezepionek wykorzystano
krajowe szczepy Trichophyton verrucosum 43 (szczep
izolowany od bydla w 1974 1.), 53 (szczep izolowany
od bydla w 1988 r.), T. mentagrophytes 1 (szczep izolo-
wany od bydia w 1983 r.) i 37 (szczep izolowany od
cztowieka w 1988 r.) oraz szczep T. mentagrophytes
var. granulosum 58 (szczep izolowany od czlowieka
w 1984 r.). Dodatkowo do préby challenge uzywano
szezepu T. verrucosum ,,Z” o sprawdzonej zjadliwosei
(szczep izolowany od bydia w 1984 r.).

Szczepionki. Inakiywowane szezepionki, przygc-
towane wg metody podane] przez autorow (18}, sto-
sowano dwukrotnie domisiniowo w odstepie 10-dnio-
wym w dawkach po 6 ml na sztuke.

Test skoérny. W prébie skérnej stosowano aler-
geny stanowigce filtraty 4-miesiecznyech hodowli
szczepéw T. verrucosum 43, T. mentagrophytes 1 i T.
mentagrophytes var. granulosum 58 na cukrowym po-
diozu Sabourauda. Alergeny podawano $rédskérnie
w okolicy szyi w ilosci 0,4 ml, a wyniki odczytywano
po 24 godzinach. Rézinice w grubosci faldu skérnego
powyzej 3 mm traktowano jako wynik dodatni.

Pré6ba challenge. Do inokulacji zwierzat sto-
sowano stalg objetosé wystandaryzowanych zawiesin
szezepdw T. verrucosum ,,Z”, T. mentagrophytes 11i T.
mentagrophytes wvar. granulosum 58, zawierajacych
wzrastajgca liczbe komoérek grzyba, co odpowiadalo w
przyblizeniu od 10 do 10000 minimalnym dawkom
zakazajgcym (19). Poszczegdlne zawiesiny nanoszonc na
depilowana i dodatkowo podrazniong mechanicznie
skbre. Kazde zwierze inokulowano réwnocze$nie dwo-
ma réinymi szczepami (na 1 boku badano 1 szczep),
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