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Summary

The aim of this study was to evaluate the effect of flumequine on the percentage of peripheral blood leukocytes
of carp, alpha naphthyl acetate esterase (ANAE) activity and proliferative activity of lymphocytes stimulated
with concanavalin A (Con A) and lipopolysaccharide (LPS). Flumequine was administered to 40 carp, weighing
150 + 10 g, at a dose of 12 mg/kg, once (group I) and four times, every 2 days (group II). Among white blood
cells in lumequine, treated fish (group II) observed a decrease in percentage of lymphocytes and an increase
of neutrophiles. Identification of the ANAE esterase activity in fish lymphocytes of the control group showed
the advantage of positive cells over the negative ones and amounted to 62.65 + 3.22%. After administration
of flumequine in group II fish, this value decreased to 44.75 £ 3.70%. The present study clearly demonstrated
that both Con A and LPS induced lymphoid cell proliferation in vitro in group I. There was an increase in
activity after stimulation of LPS and its reduction after Con A in group II. This indicates a stimulating effect
of flumequine on B lymphocytes. The results of this study are not conclusive as to the positive effect of the drug
on the immune system of fish and indicate the need for caution in its use.
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Intensywnej hodowli ryb towarzyszy stala opicka
shuzby weterynary;j nej pomagaj aca utrzymac zwierze-
ta w stanie zdrowia i ograniczy¢ straty ekonomiczne
hodowcom. Pomimo tego choroby zakazne tta bak-
teryjnego ciagle powoduja straty w gospodarstwach
rybackich, ktore wynosza 20-80% poglowia ryb (23).
Uwaza si¢ powszechnie, ze do zagrozenia chorobo-
wego dochodzi wtedy, kiedy nastepuje zaburzenie
rownowagi miedzy organizmem ryby, sSrodowiskiem
i czynnikami chorobotwoérczymi (36). Duze zaggszcze-
nie ryb, mozliwe deficyty tlenu oraz wahania odczynu
wody, to najczestsze czynniki stresogenne towarzysza-
ce hodowli, obnizajace odpornos¢ ryb i powodujace, ze
bakterie obecne w wodzie, nawet o matej patogennosci,
badz saprofityczne, stajg si¢ potencjalnym zagrozeniem
chorobowym (17). Bakterie z rodzaju Aeromonas,
Pseudomonas 1 Flavobacterium, s3 najczestsza przy-
czyng chorob o charakterze uogdlnionym (posoczni-
cowym) lub miejscowym, zwigzanym z uszkodzeniem

powtok ciata i skrzeli (17, 18, 23). W przypadku
wystapienia danej jednostki chorobowej terapia ce-
lowana oparta na stosowaniu chemioterapeutykow
jest konieczna i uzasadniona (17). Praktyczne zasto-
sowanie w leczeniu chor6b bakteryjnych u ryb znaj-
duja: oksytetracyklina, kwas oksolinowy, flumechina,
sarafloksacyna, enrofloksacyna, florfenikol, a takze
sulfonamidy i1 potencjonowane sulfonamidy (22, 25).
Oprocz korzystnego dzialania antybakteryjnego nalezy
przewidywac u ryb negatywne konsekwencje ich stoso-
wania, tj.: degradacje srodowiska wodnego, zagrozenie
dla stanu zdrowotnego zwierzat oraz jako$ci produktu
spozywczego (1, 25, 26). Liczne doniesienia wskazuja
na immunosupresyjne dziatanie chemioterapeutykdéw
na mechanizmy obronne ryb, szczeg6lnie wiele badan
posw1f;cono oksytetracykhme (4, 8, 9, 28, 29, 37),
znacznie mniej pozostalym lekom, w tym flumechinie
(10). Wiadomo, ze prawidlowo funkcjonujacy uktad
odpornosciowy jest niezbedny do eliminacji patogenu,
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natomiast uposledzony system obrony zwigksza po-
datno$¢ na powtdrne infekcje. W inicjacji odpowiedzi
komoérkowej 1 humoralnej podstawowa role pehnia
limfocyty T 1 B, nie tylko u ssakow (30), ale takze
uryb (16). Limfocyty sg klasyfikowane zgodnie z ich
wlasciwosciami immunologicznymi (30) i znajduja si¢
w okreslonych proporcjach w krwi obwodowej ludzi
1 zwierzat (2, 14, 41). Jedng z metod rozrdzniajaca
limfocyty T od limfocytow B jest barwienie cytoche-
miczne, wskazujace na obecnos¢ w tych komorkach
esterazy alfa-naftylooctowej (ANAE) (11, 14, 24).
Liczni badacze preferuja t¢ metode w diagnostyce
chordb z zaburzeniami proliferacyjnymi (39), a takze
w ocenie dojrzalosci uktadu immunologicznego (3).
W medycynie ludzkiej, a takze weterynaryjnej bada-
nia te majg zastosowanie przy rozpoznaniu biataczek,
nowotworow, w przebiegu choréb wirusowych, bak-
teryjnych czy podczas dziatania ksenobiotykow (19,
33, 38). Badania te, powszechnie stosowane u ludzi,
zwierzat doswiadczalnych (myszy, szczuréw), bydta,
swin, ptakow (2, 3,7, 13, 15,20, 21, 41), w niewielkim
zakresie wykonywane sg u ryb (6, 34, 35).

Wyniki ilo$ciowe dotyczace populacji limfocytow
nie §wiadcza w pelni o sprawnosci obronnej ukta-
du immunologicznego, dopiero ich aktywacja pod
wplywem antygenu rozpoczyna wtasciwa odpowiedz
immunologiczng 1 decyduje o jej nasileniu. Aktywacja
i proliferacja komorek T i B wywolana antygenem
zachodzi in vivo w tkankach limfoidalnych, natomiast
in vitro moze by¢ uwidoczniona przez kontakt limfo-
cytow z aktywujacymi czynnikami, do ktérych miedzy
innymi naleza mitogeny, tj.: fitohemaglutynina (PHA)
i konkanawalina A (Con A), mitogeny stymulujace ko-
morki T, lipopolisacharyd (LPS), stymulujacy komorki
B (5, 16, 30). Stopien proliferacji limfocytow po anty-
genowej lub mitogennej stymulacji jest stosowany jako
parametr oceny immunokompetencji komorek (30, 40).

Celem badan byta ocena wplywu flumechiny poda-
nej karpiom w karmie na sktad procentowy leukocytow
krwi obwodowej, aktywno$¢ esterazy alfa-naftylooc-
towej (ANAE) i aktywno$¢ proliferacyjng limfocytéw
stymulowang konkanawaling A (Con A) 1 lipopoli-
sacharydem (LPS).

Material i metody

Do badan uzyto 60 sztuk karpi jednorocznych, odtowio-
nych z gospodarstwa rybackiego w wojewoddztwie lubel-
skim, o $redniej masie ciata 150 + 10 g, ktore nie wykazy-
waty objawow chorobowych i dotychczas nie otrzymywaty
antybiotykéw. Ryby podzielono na 3 grupy i adaptowano je
przez okres 2 tygodni do warunkow akwariowych. Kazda
grupa obejmowata po 20 sztuk karpi i byta przetrzymywana
w 100 1 akwariach, z napowietrzaniem i termoregulacja.
Srednia temperatura wody w okresie doswiadczenia wy-
nosita 20 &= 1°C. W okresie tym ryby byly karmione pasza
firmy Hendrix przeznaczong dla karpi. Podczas do$wiad-
czenia zawiesiny paszowe wraz z lekiem i bez leku byly
$wiezo przygotowywane przed podaniem karpiom na bazie
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stosowanej paszy. Testowanym lekiem byta flumechina,
ktora podano rybom grupy I w dawce 12 mg/kg m.c., jed-
norazowo, rybom grupy Il w tej samej dawce, czterokrotnie,
co drugi dzien. Rybom grupy kontrolnej podano jedynie
samg zawiesing paszowa bez leku. Kazda ryba w grupach
doswiadczalnych otrzymata 5 ml zawiesiny zawierajacej
odpowiednie stezenie leku w przeliczeniu na kg m.c.,
a w grupie kontrolnej bez leku. Zawiesing podano rybom
sondg do przewodu pokarmowego, po uprzednim zasto-
sowaniu anestetyku MS-222 (Sigma) w stezeniu 0,1 g 1",

Po zakonczeniu doswiadczenia, po 24 i 96 godz. od
podania ostatniej dawki leku, od 10 ryb do$wiadczalnych
i kontrolnych pobrano kazdorazowo do dalszych badan
po 1 ml krwi z zyly ogonowej, do heparynizowanych
probowek. Z kazdej proby krwi wykonano 10 rozmazow,
a pozostatg cze$¢ materialu przeznaczono do izolacji lim-
focytoéw. Potowe rozmazow wybarwiono metoda rutynowa
May Griinwalda-Giemsy i przeznaczono do badan obrazu
biatokrwinkowego, za$ druga potowe wykorzystano do
badan cytochemicznych metoda Muellera (20), w celu iden-
tyfikacji limfocytow T. Metoda ta ujawnia w cytoplazmie
limfocytow T obecnos$¢ enzymu esterazy alfa-naftyloocto-
wej (ANAE), w postaci pojedynczych lub kilku wyraznych
ziarnisto$ci o zabarwieniu czerwono-brazowym. Rozmazy
krwi po wysuszeniu i utrwaleniu w ptynie Backera o pH 6,7
inkubowano w mieszaninie barwnika pararozaniliny (Sig-
ma) 1 alfa-naftylooctanu (Sigma) o pH 5,8. W kazdym
rozmazie krwi obliczano procent komorek barwigcych si¢
pozytywnie na 200 limfocytow.

Aktywnos¢ proliferacyjng limfocytow krwi obwodowej
oceniano w badaniu in vitro, metoda nieswoistej transfor-
macji blastycznej, opartej na pomiarze inkorporacji radio-
aktywnie znakowanego prekursora kwasow nukleinowych
H? — tymidyny. Limfocyty izolowano na Gradisolu o ggsto-
sci 1,06 g/ml. Mikrohodowle o objetosci 0,2 ml i stgzeniu
limfocytow 1 x 10° mI™' prowadzono w plastikowych mi-
kroptytkach o okragltym dnie (Sterilin, England) w ptynie
hodowlanym RPMI — 1640 z dodatkiem 10% surowicy cie-
lgcej i antybiotykow, w obecnosci mitogenu konkanawaliny
(Con A, 20 pg/ml; Sigma) i lipopolisacharydu (LPS, 20 pg/
ml; Sigma). Probe kontrolng stanowily hodowle limfocy-
tow ryb, ktorym nie podano antybiotyku. Po 48-godzinnej
inkubacji dodano 20 ul *H-tymidyny (UVVVR Czechy)
o aktywnosci 0,5 pCi. Po 24 godzinach komorki byty
izolowane, a nastgpnie dokonano pomiaru stopnia wbu-
dowania znakowanej tymidyny w DNA transformujacych
limfocytow przy uzyciu licznika scyntylacyjnego Beckmana
(LS 5000 TD, Beckman). Badania wykonano trzykrotnie
dla kazdej proby. Wyniki przedstawiono w postaci liczby
impulsoéw/minute (cpm/min.).

Uzyskane wyniki badan poddano analizie statystycznej
testem t-Studenta w programie Statistica 6.0 w zakresie
sredniej arytmetycznej i odchylenia standardowego oraz
dokonano poréwnan na poziomie p < 0,05 migdzy grupami
doswiadczalnymi a grupg kontrolng.

Wyniki i oméwienie
W grupie ryb kontrolnych, w obrazie biatokrwin-

kowym najwyzszy odsetek stanowity limfocyty, kto-
rych warto$¢ wyniosta $rednio 96,71 £ 1,22% 1 98,10
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+ 0,56%, znacznie nizsze
wartos$ci dotyczyly pozo-
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Tab. 1. Odsetek krwinek bialych: limfocytow, neutrofili, monocytow i komérek ANAE+ w krwi
obwodowej karpi doswiadczalnych (grupa I i IT) i kontrolnych (n =10, x + SD)

statych krwinek; procent Czas badania Limfocyty Neutrofile Monocyty Limfocyty ANAE+
' o [ (h) (%) (%) (%) (%)

neutrofili ksztalttowal sie g b o o
na poziomie 2,80 £0,26% | Kontrola 24 96,71+1,22 2,80+0,26 1,20 + 0,60 62,65 + 3,22
11,82 +0,03%, a monocy- 96 98,10 = 0,56 1,82 0,03 1,35+ 0,20 63,25+ 1,15
tow — 1(;20 +0,60%1 1,35 | grupal 24 92,56 + 2,40 6,50 +1,22* 1,82+ 0,50 65,40 £ 2,32
+ 0,20% (tab. 1). U ryb 9 94,30 + 1,56 5,82 + 2,40 1,44 £0,25 61,22+ 3,25
grupy I, po jednorazowym

: : Grupa Il 24 88,42+ 1,71 9,56 + 0,18 1,60£0,0 52,40 £ 2,30*
podaniu flumechiny (12
mg/kg m.c.) nie stwier- 9 86,75 + 2,50 11,36+ 0,15 0,98 + 0,08 44,75 + 3,70

dzono statystycznie istot-
nych roéznic w procencie
limfocytow, natomiast wystapit wzrost odsetka neu-
trofili w stosunku do grupy kontrolnej (tab. 1). U ryb
grupy Il po czterokrotnym podaniu leku obserwowano
spadek odsetka limfocytow (86,75 = 2,50) oraz wzrost
neutrofili (11,36 +0,15), w drugim terminie pobrania.
Roéznice te byly statystycznie istotne na poziomie
p < 0,05 (tab. 1). W obu grupach do$wiadczalnych,
we wszystkich terminach badan odsetek monocytéw
byt zblizony do grupy kontrolnej (tab. 1).

Wyniki badan nad procentowym udziatem limfocy-
tow ANAE+ w krwi obwodowej karpi przedstawiono
w tab. 1. W grupie ryb kontrolnych, w obu terminach
badan odsetek komoérek ANAE+ byt na podobnym
poziomie i wyniost od 62,65 + 3,22% do 63,25
+ 1,15%. U ryb grupy kontrolnej, ktorym nie podano
leku, wystapita przewaga komorek ANAE+ (limfocy-
tow T) nad pozostatymi limfocytami (ANAE-). U ryb
grupy I wystapit niewielki spadek odsetka komorek
ANAE+ (limfocytow T) w drugim terminie badania,
bez statystycznie istotnych roznic, za$ u ryb grupy II
w obu terminach badania stwierdzono statystycznie
istotnie nizsze wartosci (p < 0,05) w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Najnizsza wartos¢ (44,75 + 3,70%)
stwierdzono u ryb grupy Il po 96 godzinach od podania
ostatniej dawki leku (tab. 1).

W badaniach nad aktywnoscia proliferacyjng lim-
focytow krwi obwodowej karpi stymulowanych mi-
togenami zaobserwowano u ryb grupy I statystycznie
istotnie wyzsza aktywno$¢ limfocytéw niz w grupie
kontrolnej, wyzsza po zastosowaniu LPS niz po Con A
w obu terminach badan (tab. 2). U ryb grupy II nasta-
pito obnizenie warto$ci badanego parametru po stymu-
lacji LPS, jednak wartos$ci te nadal byly statystycznie
istotnie wyzsze niz w grupie kontrolnej (tab. 2). U ryb
grupy II uzyskano znacznie nizsza (p < 0,05) aktyw-
no$¢ proliferacyjng limfocytéw wobec mitogenu Con
A w poréwnaniu z kontrolg (tab. 2). Wyniki badan nad
aktywnoscig proliferacyjng limfocytow karpi stymu-
lowanych LPS wskazuja na pobudzenie aktywnosci
proliferacyjnej limfocytow B, w obu grupach do§wiad-
czalnych i w obu terminach badan (tab. 2).

Jednym z najistotniejszych probleméw hodowli kar-
piw gospodarstwach rybackich sa czgsto wystepujace
choroby i $nigcia ryb, przynoszace hodowcom straty

Objasnienia: * roznice statystycznie istotne (p < 0,05)

Tab. 2. Aktywnos¢ proliferacyjna limfocytow krwi obwodo-
wej karpi kontrolnych i doswiadczalnych wyrazona liczbg
impulséw (cpm/minute) (n = 10, X + SD)

Mitogeny
Grupy ryb Czas :)ha)dama Con A LPS
cpm/min. x 103 cpm/min. x 103

24 1,24 0,02 0,80 + 0,07
Kontrola

96 1,62 +0,15 0,95+ 0,04

24 2,50 + 0,96 4,65+0,18*
Grupa |

96 3,24 £ 0,52* 3,52 +0,12*

24 0,68 + 0,09* 1,54 £ 0,02*
Grupa ll

96 0,84+0,11* 1,75 + 0,04*

Objasnienia: * roznice statystycznie istotne (p < 0,05)

ekonomiczne. Stosowane w lecznictwie chemiote-
rapeutyki, z jednej strony, s3 pomocne w likwidacji
czynnika infekcyjnego, z drugiej, moga wptywaé
niekorzystnie na uktad immunologiczny (27). Wyniki
badan wtasnych dotyczace obrazu biatokrwinkowego
nie sg jednoznaczne. Na obnizenie odsetka limfocytow
1 wzrost neutrofili, szczeg6lnie u ryb grupy II, mogt
mie¢ wptyw zarowno lek, jak réwniez stres, ktorym
ryby byty poddane podczas czterokrotnego podawania
leku. Wzrost odsetka neutrofili stwierdzony u ryb gru-
py II mogt by¢ réwniez nastepstwem generowanego
stanu zapalnego przez ksenobiotyk (38).
Zastosowana w badaniach metoda cytochemiczna do
identyfikacji limfocytéw ANAE+ w krwi ryb okazata
si¢ metodg przydatng, dajaca powtarzalne wyniki.
Metoda ta, w porownaniu do nowoczesnych technik,
w tym immunochemicznych czy cytometrii przepty-
wowej, jest metodg tansza, prostsza i szybsza, nie
wymaga izolacji limfocytow, pozwala na wydtuzenie
czasu badania, poniewaz esterazy na wysuszonych
rozmazach krwi sg stabilne nawet do 6 tygodni, bez
utraty aktywnosci enzymatycznej (7). W mieszaninie
inkubacyjnej przy pH 5,8 zwicksza si¢ aktywnos$¢
enzymu, nastepuje skurcz lizosomow, dochodzi do
degranulacji enzymu, co uwidacznia si¢ jako barwny
produkt reakcji w postaci jednej lub kilku ziarnisto-
sci koloru czerwono-bragzowego, lezacych pod btong
cytoplazmatyczng lub wewnatrz komorek (42). Wielu



autorow prac podkresla, ze aktywno$¢ esterazy alfa-
-naftylooctowej (ANAE) stanowi wiarygodny marker
cytochemiczny dla limfocytow T, obecnych w krwi
1 tkankach limfatycznych organizmu (7, 24). Obecnos¢
esteraz w lizosomach limfocytow T, ktore hydrolizu-
ja proste estry, tj. octan naftylu, nadaje komoérkom
wlasciwosci cytotoksyczne (3), jednak barwieniem
cytochemicznym nie mozna wykaza¢ rownoznaczno$ci
limfocytow ANAE+ z komdrkami cytotoksycznymi.
Badania przeprowadzone u ludzi, a takze u wielu ga-
tunkow ssakow i ptakow dowodza, ze komorki ANAE
pozytywne dominuja nad negatywnymi, jednak ich
procent nie jest wielkoscia stala, zalezy od gatunku
zwierzgcia, a takze stanu funkcjonalnego i1 dojrzato-
$ci uktadu immunologicznego (3, 7, 13, 15, 21, 41).
Podobnie jak u ssakéw, rowniez u ryb stwierdzono te
zalezno$¢; u karpi kilkumiesiecznych odsetek ANAE+
wynosit 37,5 + 2,8% (34), a u karpi jednorocznych,
w badaniach wlasnych, $rednia warto§¢ wyniosta
63,25+ 1,15%. Ponadto, wyniki uzyskane u ryb grupy
I, dotyczace aktywnosci enzymatycznej limfocytow
wskazuja na immunosupresyjne dzialanie flumechiny
podanegj kilkakrotnie rybom, w przeciwienstwie do bra-
ku tej reakcji po jednokrotnym podaniu leku. Podobna
toksyczno$¢, indukowang ksenobiotykami stwierdzono
u myszy po dzialaniu alfatoksyny (38).

Na zalezno$¢ aktywnosci proliferacyjnej limfocy-
tow od czestotliwosci podawanego leku i zastoso-
wanego mitogenu wskazuja wyniki badan wlasnych.
Jednorazowe podanie flumechiny miato wptyw stymu-
lujacy zaro6wno na limfocyty T jak i B, natomiast czte-
rokrotne podanie leku obnizylo aktywnos$¢ prolifera-
cyjng limfocytoéw wobec Con A 1 w mniejszym stopniu
wobec LPS. Wyniki te wskazuja na stymulujacy wpltyw
flumechiny na aktywno$¢ proliferacyjnag limfocytéw
B i supresyjny na limfocyty T. Ocena wptywu flume-
chiny na aktywno$¢ uktadu immunologicznego na
podstawie testu proliferacji limfocytow nie jest jednak
petna. Test ten nie zapewnia wgladu w funkcje calego
systemu obronnego organizmu. Wptyw leku moze by¢
w wigkszym lub mniejszym stopniu ostabiony poprzez
interakcje z innymi funkcjami immunologicznymi,
a takze wobec patogenéw w warunkach naturalnych.
Dotychczasowe badania nad wptywem chinolonéw na
aktywno$¢ komorek uktadu immunologicznego nie sg
jednoznaczne. Hussy i1 wsp. (12) stwierdzili zmniej-
szenie, a nawet zahamowanie proliferacji ludzkich
limfocytéw przez niektore leki nalezace do tej grupy.
W badaniach przeprowadzonych u wegorzy po podaniu
flumechiny wraz z karma, w dawce 10 mg/kg m.c.,
w badaniach in vivo stwierdzono stymulujace dzialanie
leku 1 wzrost aktywnosci proliferacyjnej limfocytow
(10). Badania te, jak 1 wyniki badan wlasnych, wskazu-
janabezpieczne stosowanie chinolonéw u ryb jedynie
przy podaniu jednorazowym, nie wielokrotnym, ktore
jest na ogot postepowaniem terapeutycznym (22, 31,
32).
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Pomimo ze flumechina podana w niskich st¢zeniach
nasila proliferacj¢ limfocytow gtéwnie B, w warun-
kach in vitro, to w warunkach naturalnych, biorac pod
uwage wiele dodatkowych zdarzen towarzyszacych
podawanym chemioterapeutykom, a takze mozliwosci
powstawania szczepOéw opornych, zanieczyszczenie
srodowiska 1 pozostatosci leku w migsie ryb przezna-
czonym do konsumpcji, zaleca si¢ ostrozno$¢ w jej
stosowaniu.
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