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Badania nad dziataniem lewamizolu
po przewlektej intoksykaciji karpi zwiazkami azotowymi
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Summary

Studies on the influence of levamisole in carps after the
chronic intoxication with nitro-compounds

The influence of poisoning with nitro-compounds on the
immunological system of carp has been assessed under na-
tural conditions using water diversion of the Nitrogen
Plant at Putawy. The examinations were carried out on
80 carps weighing 250-300 g each which were maintained
for six weeks in the water diversion and in which an in-
creased level of nitro-compounds was found. Twenty fis-
hes transportied from a healthy environment served as
control animals. After the period of poisoning the fish we-
re placed in aquaria with water free from contaminants
and remained under the influence of levamisole (5 mg per
11 of water) in order to stimulate immune mechanisms
after nitro-compounds immunosuppression. The reaction
of the immunological system was assessed on the following
basis: the number of leukocytes and neutrocytes in 1 pl
of blood, metabolic activity of granulocytes, the level of
lysozyme in the serum and in the mucus of the carp. It
was found that a chronic poisoning of carp caused irre-
versible changes in their immune system; the fish could
not respond to the immunostimulating action of levami-
sole. The findings give the reasons to believe that fish kept
for a longer time in water with an elevated concentration
of nitro-compounds may be more susceptible to various
disease-causing factors.

Powaznym problemem ekologicznym w dzisiejszych cza-
sach sa zanieczyszczenia wéd zwigzkami chemicznymi, ktd-
rych Zrédtem sa najczesciej wycieki z oczyszczalni Sciekow
oraz zakladéw przemystowych. Oddziaty wanie substancji che-
micznych zanieczyszczajacych srodowisko na organizm ryb jest
najczesciej wielokierunkowe (3). Uszkadzaja one bezpodrednio
lub posrednio struktur¢ i funkcje wielu narzadéw i uktadéw.
Badaniem zmian immunologicznych zachodzacych pod wply-
wem zwiazkéw chemicznych zanieczyszczajacych srodowisko
wodne zajmuje si¢ immunotoksykologia ryb.

Nieliczne badania przeprowadzone na karpiach dotycza
wplywu preparatéw fosforoorganicznych (6, 8), lindanu (7),
zwiazkéw azotynowych (13) na ich mechanizmy obronne.
Wiekszoéé badan nad wpltywem azotanéw i azotynéw na or-
ganizm ludzi i zwierzat zwraca uwage na wystapienie pod

wplywem tych zwiazkéw oksydacji hemoglobiny do met-
hemoglobiny (2, 4, 9, 10, 11, 21). Uniemozliwia to transport
tlenu do tkanek i przyczynia si¢ do wystapienia anemii hemo-
litycznej. Brak jednak danych dotyczacych reakcji uktadu
immunologicznego na przewlekte dziatanie zwiazkéw azoto-
wych na organizm karpia.

Niektére prace zalecajg stosowanie preparatéw chemicz-
nych, ktére wykazuja dziatanie stymulujace odporno$¢ nie-
swoista ryb 1 przeciwdzialaja immunosupresji wywolanej
intoksykacja zwiazkami chemicznymi. Takim preparatem oka-
zat si¢ lewamizol stosowany przy intoksykacji zwiazkami
fosforoorganicznymi u karpi (18) oraz nitrogranulogen poda-
wany rybom przed krétkotrwatym (24-godzinnym) oddziaty-
waniem azotynéw na ich organizm (13). Dotychczasowe
badania nad wplywem zwiazkéw chemicznych na uktad immu-
nologiczny ryb byly wykonywane w warunkach eksperymen-
talnych, natomiast badania wtasne wykonano w warunkach
naturalnych, wykorzystujac jako $rodowisko zycia ryb kanat
zrzutowy Zaktadéw Azotowych w Putawach, ktéry wpada do
rzeki Wisty 1 jest miejscem wystepowania wielu gatunkéw
ryb.

Celem pracy bylo okreslenie wptywu dlugotrwatego oddzia-
tywania (6-ty godniowego) Srodowiska wodnego o zwigkszonym
stezeniu zwiazkéw azotowych na uktad immunologiczny ryb
oraz na reakcje tego uktadu po podaniu rybom immunosty-
mulatora — lewamizolu.

Materiat 1 metody

Badania wykonano u karpi K1, o masie 250-300 g, przy wie-
zionych ze srodowiska nie zanieczyszczonego (gospodarstwo
rybackie w Zagrodzie), ktére umieszczono w sadzach w kanale
zrzutowym Zaktadéw Azotowych w Putawach.

W oparciu o analiz¢ chemiczna wody obejmujaca: azot amo-
nowy, azot azotanowy, azot azotynowy, azot ogolny, odczyn
wody, wybrano dwa stanowiska (1 1 2) rézniace si¢ poziomem
zanieczyszczen zwiazkami azotowymi, odlegle od siebie o
okoto 1 km, W kazdym sadzu, kazdego stanowiska, umiesz-
czono po 40 sztuk karpi. Ryby przetrzymywano w kanale
zrzutowym przez okres 6 tygodni. Po tym okresie karpie prze-
niesiono do akwariéw 100 1, z woda nie zawierajaca zanieczysz-
czef chemicznych. Kazda z grup podzielono na dwie podgrupy,
uzyskujac w ten sposob nastgpujace grupy do§wiadczalne: gru-
pe i Il — obejmujaca ryby pochodzace ze stanowiska 1, grupg
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IIT i IV - obejmujaca ryby pochodzace ze stanowiska 2 oraz
grup¢ V —kontrolng — obejmujaca ryby nie poddane dziataniu
zanieczyszczen chemicznych,

Ryby grupy I 1 III poddano dziataniu lewamizolu podczas
1-godzinnej kapieli w stezeniu S mg/l wody (16). Po zakoricze-
niu kapieli karpie przeniesiono do akwariéw z woda czysta,
napowietrzang, o temperaturze 16 — 18°C. W tych samych
warunkach przebywaly ryby pozostatych grup do§wiadczal-
nych, ktére nie zostaty poddane dziataniu immunostymulatora.
Obserwacje prowadzono przez okres 28 dni od dnia, w ktérym
odlowiono ryby z kanatu zrzutowego. Krew oraz §luz do badasi
immunologicznych pobierano od ryb grupy 11 Il po 3, 7, 141
28 dniach od zakoriczenia kapieli, a takze w tym samym okre-
sie od pozostatych grup (II, IV i V). W dniach tych pobierano
materiat do badan od 10 ryb z kazdej grupy doswiadczalne;j.

Badanie hematologiczne: liczbg krwinek biatych w 1 pl krwi
oraz liczbe neutrocytéw okres§lano wedtug metod rutynowych
dla ryb (5), aktywnos$¢ metaboliczng neutrocytéw oceniano
testem NBT (19, 20), poziom lizozymu w surowicy krwi ozna-
czano metoda spektrofotometryczna (15), poziom lizozymu w
Sluzie wedtug metody Al-Harbi (1) réwniez przy uzyciu spe-
ktrofotometru.

Uzyskane liczbowe wyniki badani poddano analizie statysty-
cznej testem t — Studenta.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badai chemicznych wody kanatu zrzutowego Za-
ktadéow Azotowych w Pulawach przedstawiono w tab. 1.

Analizujac uzyskane wyniki nalezy stwierdzié, ze zawarto$¢é
zwiazkéw chemicznych w wodzie kanatu znacznie przekraczata
warto$ci najwyzszych dopuszczalnych zanieczyszezen w §cie-
kach wprowadzanych do wéd i do ziemi (14). Wartosci te
dotycza azotu amonowego 1 azotu azotynowego.

Wyniki badann immunologicznych karpi po 6-tygodniowej
intoksykacji zwigzkami chemicznymi obecnymi w wodzie ka-
nalu zrzutowego Zaktadéw Azotowych w Putawach przed-
stawiono na ryc. 1-5. Wszystkie badane parametry: liczba
leukocytéw 1 neutrocytéw w 1 pl krwi, aktywnosé metabo-
liczna granulocytdw, a takze poziom lizozymu w surowicy
1 Sluzie ryb ulegly statystycznie istotnemu obniZeniu w po-
réwnaniu z grupa kontrolng. Réwniez ilos¢ §luzu obecna na
powierzchni ryb byla znacznie mniejsza w poréwnaniu z ry-
bami nie przebywajacymi w wodzie kanatu zrzutowego. Ana-
lizujac wyniki badai uzyskanych od ryb w poszczegélnych
stanowiskach (1 i 2) nie stwierdza si¢ wyraZnej zaleznos$ci
od miejsca lokalizacji sadzy w kanale zrzutowym, gdyz u ryb
w obu stanowiskach wystapito wyrazne dziatanie immunosu-
presyjne pod wplywem zanieczyszczen obecnych w wodzie.

Po przeniesieniu ryb z sadzy, z kanatu zrzutowego do akwa-
néw z woda nie zanieczyszczong obserwowano u ryb grupy II
1 IV nie stymulowanych lewamizolem, w kazdym okresie ba-

Tab. 1. Parametry chemiczne wody w kanale zrzutowym Zakladéw
Azotowych w Pulawach w okresie przeprowadzanych badan

N [ L
Stanowisko | Stanowisko Dopuszc’zalne a1
Badane parametry zwigzkéw azotowych
1 2 A
w §ciekach (wg. 14)
Odczyn pH 7,74 7,3-7.5 6,5-9,0
Azot amonowy (mg/l) | 25,0-26,0 | 15,0-16,0 6,0
Azot azotanowy (mg/l)| 8,2-8,4 2,8-6,6 30,0
Azot azotynowy (mg/l)| 1,5-6,0 0,6-0.8
Azot ogdlny (mg/l) 26,6-48.8 | 20,1-27,8 30,0

dania, powolny wzrost liczby leukocytéw i neutrocytéw (ryc.
1, 2). Jednak jeszcze w 28 dniu byl on statystycznie istotnie
nizszy niz w grupie kontrolnej. U ryb stymulowanych lewa-
mizolem, grupy 11 III, liczba leukocytéw i neutrocytéw ulegta
wzrostowi poczawszy od 3 dnia obserwacji i w kazdym okresie
badan byla wyzsza niz u ryb nie stymulowanych. Nie obser-
wowano jednak u zadnej grupy powrotu do wartosci prawid-
towych wystepujacych u ryb kontrolnych.
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Ryc. 1. Srednie wartosci liczby leukocytéw w 1 ul krwi karpi
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Ryc. 2. Srednie wartoéci lczby neutrocytéw w 1 pl krwi karpi
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Ryc. 4. Sredni poziom lizozymu w surowicy krwi karpi
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Ryc. 5. Sredni poziom lizozymu w §luzie karpi

Aktywnos$é metaboliczna granulocytéw, oceniana testem
NBT, nie wzrosta u ryb nie stymulowanych, jak i u ryb po
stymulacji lewamizolem w zadnym okresie obserwacji. War-
tosci uzyskiwane w grupach doswiadczalnych byly statystycznie
istotnie nizsze w poréwnaniu z grupa kontrolna w kazdym
terminie badan.

Poziom lizozymu w surowicy krwi i §luzie ryb po 6-tygo-
dniowe] intoksykacji zwiazkami azotowymi byt statystycznie
istotnie nizszy od uzyskanego u ryb kontrolnych (ryc. 4, 5).
Wraz z czasem obserwacji nie stwierdzono wzrostu wartosci
tego parametru i przez 28 dni utrzymywal si¢ on na zblizonym
poziomie. Stymulacja ryb lewamizolem spowodowata wzrost
tego parametru u obu grup dos§wiadczalnych (Ii III). Uzyskane
warto$ci w poréwnaniu z warto§ciami uzyskanymi od ryb nie
stymulowanych (II 1 IV) byly statystycznie istotnie nizsze w
poréwnaniu z grupa kontrolna (V).

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna przypuszczac,
7e przemiany metaboliczne zwiazkéw azotowych obecnych
w wodzie kanatu zrzutowego z Zakladéw Azotowych w Pu-
tawach powoduja trwate uszkodzenie uktadu immunologicz-
nego ryb. Po przewlektej intoksykacji trwajacej 6 tygodni
pomimo przeniesienia ryb do wody nie zanieczyszczonej nie
obserwowano przez okres 28 dni powrotu do normy badanych
parametréw. Nie obserwowano réwniez uaktywnienia ukfadu
immunologicznego po stymulacji lewamizolem.

Na og6t stosowanie preparatéw stymulujacych u ryb zdro-
wych daje pozytywne reakcje pobudzajace nieswoiste mecha-
nizmy odpornosciowe (16, 17); réwniez zastosowanie ich
przed okresem intoksykacji ma korzystne dziatanie przeciwsu-
presyjne (13). Wyniki badan wlasnych wskazuja, ze zastoso-
wanie lewamizolu po dtugotrwatym okresie intoksykacji (6
tygodni) nie dato pozytywnych wynikéw. Przypuszczalnie to-
ksyczne dziatanie zwigzkéw azotowych spowodowalo dtugo-
trwale uszkodzenie uktadu immunologicznego niezdolnego do
wyraznej reakcji na zwigzek immunostymulujacy. W litera-
turze spotyka si¢ nieliczne doniesienia wskazujace na znaczng
podatno$¢é ryb na infekcje bakteryjne po intoksykacji zwigz-
kami azotowymi (12). Nalezy sadzi¢, ze ryby przebywajace
dhuzszy czas w wodzie o podwyZzszonym stezeniu zwiazkéw
azotowych, po dostaniu si¢ do Srodowiska nie zanieczyszczo-
nego (np. z kanatu zrzutowego Zaktadéw Azotowych w Pu-
tawach do Wisty) bedg bardziej podatne na rézne czynniki
chorobotwércze.

Wnioski

1. Dtugotrwate przebywanie ryb w wodzie zanieczysz-
czonej Sciekami przemystowymi Zaktadéw Azotowych w
Putawach wptywa supresyjnie na komérkowe mechanizmy
obronne karpia.

2. Przewlekta intoksykacja karpi zwigzkami azotowymi po-
woduje nieodwracalne zmiany w uktadzie immunologicznym
ryb. W wyniku tego uktad obronny nie jest zdolny do reakcji
na immunostymulujace dzialanie lewamizolu.
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