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bakteryjnego Aeromonas hydrophila w nerkach
I Sledzionie karpi oraz ocena aktywnosci fagocytow
nerek po immunizacji ryb w iniekcji dootrzewnowej
I w kapieli

Zaktad Chorob Ryb i Biologii, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin
*SLW BIOLAB Weterynaryjne Laboratorium Diagnostyczne, ul. Grunwaldzka 62, 14-100 Ostréda

Otrzymano 15.04.2019 Zaakceptowano 10.06.2019

Sopinska A., Szubstarska D.

Immunohistochemical identification of the bacterial antigen of Aeromonas hydrophila
in the kidneys and spleen of carps and evaluation of the activity of kidney phagocytes
after intraperitoneal and immersion immunization

Summary

The aim of this study was to evaluate the activity of kidney phagocytes after immunization of fish with
inactivated bacteria of Aeromonas hydrophila and to determine the location and permanence of the bacterial
antigen in the lymphoid organs, the kidney and the spleen, of carps immunized intraperitoneally (group I) and
by immersion (group II) at 12°C. We examined the absorption of bacteria by kidney leucocytes (PK%), the
killing capacity of phagocytes (IB) and chemiluminescent activity (CL). Evaluations were performed 12 h, as
well as 3, 7, 14 and 28 days after immunization. At all these time points, the values of the parameters examined
were higher in fish immunized intraperitoneally than in those immunized by immersion. The absorption of
bacterial cells by kidney phagocytes was particularly high after 14 days after immunization in fish group I
whereas their killing and chemiluminescent activity was particularly high in 7 days after immunization in
group I. Immunohistochemical examination revealed an extensive distribution and large amounts of the antigen
in the interstitial part and melanomacrophage centers of the kidneys and spleen after the intraperitoneal
administration of the antigen, By contrast, small amounts of the antigen were found in these organs after it

had been administered by immersion.
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Immunizacja zapoczatkowuje tancuch procesow
zblizonych zwykle do naturalnego kontaktu z drob-
noustrojem, ktére prowadza do aktywacji komodrek
immunokompetentnych, wytworzenia cytokin i1 swo-
istych przeciwciat (28). W wielu osrodkach naukowych
krajowych i zagranicznych testowane sg szczepionki
dla ryb przygotowywane z catych bakterii lub ich
sktadowych, tj.: LPS, biatek bton komdrkowych lub
zewnatrzkomoérkowych produktéw (ECP) (6, 10-12,
14, 17,24, 38). Badacze wskazuja, ze efekt immuniza-
cji ryb zalezy od wielu czynnikéw, tj.: rodzaju szcze-
pionki, dawki, temperatura wody, wieku ryb, a takze

w duzym stopniu od sposobu podania antygenu: per os,
w iniekcji dootrzewnowej lub w kapieli (5, 38). Sposob
immunizacji wyzwala odmienng wedréwke antygenu
w organizmie ryb 1 moze mie¢ wplyw na rozny poziom
odpowiedzi immunologicznej (38). Wedrowka anty-
genu rozpoczyna si¢ od przechwycenia go przez ko-
morki prezentujace (APC), do ktorych naleza: komorki
dendrytyczne, makrofagi i limfocyty B. W komorkach
tych ten sam antygen podlega odmiennej fragmentacji
1 po wyniesieniu na powierzchnig¢ z czasteczkami MHC
klasy II, po prezentacji limfocytom T moze wyzwoli¢
zréznicowany poziom odpowiedzi (28, 38).



Immunizacja ryb przez kapiel powoduje wnikanie
antygenu przez skore i skrzela, i uaktywnia obecne
tam komorki fagocytarne, tj. keratocyty, komorki
Langerhansa oraz makrofagi. Podanie antygenu przez
iniekcje dootrzewnowa powoduje wychwytywanie
go przez makrofagi otrzewnowe. Makrofagi obecne
w wielu tkankach organizmu, wyposazone w lizosomy,
nastawione sg na petng degradacj¢ fagocytowanego
materiatu, ale rowniez w przypadku duzych pochta-
nianych czasteczek lub bakterii odgrywaja wazna
rolg w prezentacji antygenu. Komorki te na ogot nie
posiadaja czasteczek MHC klasy I, ale w trakcie
aktywacji syntetyzujg je pod wptywem interferonu y.
Komoérki Langerhansa, nalezace do komoérek dendry-
tycznych, pod wzgledem zdolnosci fagocytarnych
przypominajg bardziej makrofagi, niz pozostate ko-
morki dendrytyczne, jednak po zwigzaniu antygenu
1 dotarciu do narzadoéw limfoidalnych przeksztatcaja
si¢ we wlasciwe komorki dendrytyczne. Komorki
dendrytyczne wystepuja w tkance tacznej wiekszosci
narzagdow lub migdzy komoérkami nabtonkowymi.
Charakteryzuja si¢ niewielka zdolnoscia do endocyto-
zy, natomiast w najwyzszym stopniu przystosowane sa
do prezentacji antygendéw, w tym rowniez powstatych
po fragmentacji przez makrofagi (28). Wiadomo, ze
moga przez dtugi czas utrzymywaé go w btonie ko-
morkowej w potaczeniu z czasteczkami MHC klasy I1.
Komoérki dendrytyczne po opuszczeniu tkanek, drogg
krwi docierajg do narzadoéw limfoidalnych — nerek
1 §ledziony, celem prezentacji antygenu limfocytom T.
W narzadach limfoidalnych ryb antygen moze by¢
gromadzony 1 przetrzymywany takze w makrofagach
tworzacych centra melanomakrofagowe i dtugotrwale
stymulowa¢ komorki uktadu immunologicznego.

Prezentacja antygenu limfocytom T prowadzi do
syntezy limfokin, ktore wplywaja, m.in. na stymulacje
fagocytow, zwigkszajg ich wlasciwosci zerne 1 bojcze
na drodze zaleznej — i niezaleznej od tlenu (8, 14, 34).
Zdolno$¢ niektorych komorek uktadu odpornosciowe-
go do wytwarzania reaktywnych form tlenu w procesie
fagocytozy stata si¢ podstawg badania ich aktywnosci
bojczej metodg chemiluminescencyjng (14, 29, 36, 40).

Wobec réznorodnych sposobdéw oddziatywania
antygenu i1 komoérek immunizowanego organizmu,
w badaniach nad utrzymywaniem si¢ stanu pobudzenia
uktadu immunologicznego po immunizacji znajduje
zastosowanie metoda immunohistochemiczna, ktora
pozwala oceni¢ lokalizacje 1 czas utrzymywania si¢
antygenu w tkankach (1, 13, 18, 30, 35).

Celem badan byta ocena aktywnos$ci fagocytow
nerek karpi po immunizacji ryb inaktywowanymi bak-
teriami Aeromonas hydrophila oraz wykazanie lokali-
zacji 1 czasu utrzymywania si¢ antygenu bakteryjnego
w narzadach limfoidalnych: nerkach 1 sledzionie, im-
munizowanych karpi poprzez iniekcje dootrzewnowa
1 kapiel, w temperaturze 12°C.
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Material i metody

Badania wykonano na 142 karpiach o masie ciata 150-
-200 g, pochodzacych z gospodarstwa rybackiego z wo-
jewddztwa lubelskiego. Na podstawie ogledzin, badan
anatomopatologicznych i parazytologicznych uznano je
za zdrowe. Doswiadczenie przeprowadzono w warun-
kach laboratoryjnych, w akwariach 100 1, wyposazonych
w termoregulacje z cigglym przeptywem wody i statym
napowietrzaniem. Karpie przetrzymywano w zaggszczeniu
1 kg ryb/100 1 wody. Podstawowe parametry fizyczne wody
ksztattowaty si¢ nastepujaco: zawartos¢ tlenu w wodzie wy-
nosifa 6,6-6,7 mg/1, pH 7,0-7,4, twardos¢ CaCO, 72,5-80,3
mg/l, zawarto$¢ amoniaku 0,5-1 mg/l wody. Ryby karmiono
codziennie paszg granulowanag.

Karpie podzielono na 2 grupy do$wiadczalne: 11 Il oraz
2 grupy kontrolne: K, 1 K. Ryby adaptowano do warunkow
akwariowych przez okres 2 tygodni, utrzymujac tempera-
ture wody na poziomie ok. 12°C £ 1°.

Antygen. Do immunizacji ryb uzyto szczepu Aeromonas
hydrophila oznaczonego jako J4N otrzymanego z Zaktadu
Chorob Ryb Instytutu Weterynaryjnego w Putawach, pa-
togennego dla karpi. Antygen do immunizacji uzyskano
z catych komorek bakteryjnych po 18-godzinnej inkubacji
w podtozu TSB. Po inaktywacji 0,3% formaling miano
antygenu doprowadzono do 5 x 107 cfu/ml™ przy uzyciu
spekola EPOLL-2T. Inaktywacj¢ bakterii potwierdzono
brakiem ich wzrostu na agarze TSA.

Immunizacja. Rybom grupy [ podano antygen w in-
iekcji dootrzewnowej w stezeniu 5 x 107 cfu/ml™! w ilo$ci
0,1 ml. Rybom grupy kontrolnej K, podano dootrzewnowo
0,1 ml PBS.

Ryby grupy Il immunizowano przez 30-minutowa kapiel
w roztworze zawierajacym inaktywowane komorki bakte-
ryjne o stgzeniu 5 x 107 cfu/ml™". Ryby grupy kontrolnej K,
przebywaty w wodzie bez dodatku antygenu.

Material do badan stanowily komorki fagocytarne: ma-
krofagi i neutrofile (MN i PMN) izolowane z nerek przed-
nich ryb grupy I i II oraz kontrolnych. Materiat pobierano
w grupach doswiadczalnych kazdorazowo od 6 ryb, w ko-
lejnych terminach po immunizacji: po 12 godzinach, 3, 7,
14128 dniach, od ryb grup kontrolnych —jednorazowo w 7.
dniu doswiadczenia.

Komoérki fagocytarne izolowano z nerek przednich na
Gradisolu (Aqua-Med., £.6dz, Polska) o gestosci 1,115 g/ml,
metoda rutynows. Izolowane komorki zawieszano w ptynie
odzywczym RPMI 1640 (Biomed, Lublin, Polska) w ste-
zeniu 4 x 10°1 6 x 107 z dodatkiem 10% surowicy cielecej
i 100 U/ml penicyliny i streptomycyny.

Oznaczanie odsetka pochtonigtych komorek bakteryj-
nych (PK%) wykonano wedtug metody Mantur i wsp. (20),
przy uzyciu wzorcowego szczepu bakteryjnego Staphylo-
coccus aureus 209 P o stezeniu 6 x 107 komorek ml-!. W ba-
daniach zastosowano rowne objetosci fagocytow i bakterii
w jednakowym stezeniu. W celu okreslenia odsetka pochto-
nigtych komorek bakteryjnych przez fagocyty (PK%) po
okresie inkubacji z proby doswiadczalnej i proby kontrolnej
pobierano po 100 ml roztworu, rozcienczano wielokrotnie,
a nastepnie wysiewano na agar wzbogacony i inkubowa-
no w 37°C przez 18 godzin. Procent pochtonietych przez
fagocyty komorek bakteryjnych wyliczano wedlug wzoru:
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P, —liczba kolonii bakteryjnych z proby kontrolnej;

P, —liczba kolonii bakteryjnych z proby badane;.

Oceng aktywnos$ci bakteriobojczej fagocytow nerek
(indeks IB) wykonano na materiale z poprzedniej metody.
W mieszaninie zawierajacej leukocyty z pochtonietymi
bakteriami i wolne bakterie w podtozu przeprowadzono lize
komorek bakteryjnych znajdujacych si¢ poza leukocytami
poprzez dodanie Lysostaphinu (Sigma) o dziataniu litycz-
nym. Nastepnie w celu uwolnienia bakterii znajdujacych
si¢ wewnatrz komorek dokonano destrukeji fagocytow za
pomoca Tritonu-X (Sigma). Uzyskana zawiesing komorek
bakteryjnych posiewano na agar wzbogacony. Metoda ta
pozwolita na okreslenie liczby kolonii bakteryjnych, ktore
nie zostaty zabite wewnatrz komoérek fagocytarnych i uro-
sty na podtozu statym (P3). W oparciu o wynik uzyskany
w pierwszym etapie badan, dotyczacy parametru P, 1 P, oraz
wynik uzyskany w drugim etapie dotyczgcy parametru P,
obliczono indeks bakteriobdjczy wg wzoru:

(Pl — Pz) — P3
Pl a Pz

Oznaczenie aktywnos$ci fagocytarnej komorek metoda
chemiluminescencyjng (CL) zalezng od luminolu przepro-
wadzono wg metody Scotta i Klesiusa (30) w modyfikacji
wlasnej. Oznaczenia przeprowadzano w liczniku scynty-
lacyjnym Tri-Carb 2100TR (Packard) dokonujac pomiaru
luminescencji co 1 minute przez okres 20 minut. Badania
wykonano w tych samych terminach po immunizacji, jak
w poprzednich doswiadczeniach.

Uzyskane wyniki badan aktywnosci fagocytarnej (PK%,
IB, CL) poddano analizie statystycznej, ktora obejmowata
okreslenie $redniej arytmetycznej, odchylenia standardowe-
go oraz istotnos$ci réznic przy pomocy testu t-Studenta na
poziomie p < 0,05 miedzy grupa do§wiadczalng a kontrolna
oraz miedzy grupami do§wiadczalnymi.

Okreslenie miejsc lokalizacji antygenu bakteryjne-
go przeprowadzono metodg immunohistochemiczng wg
Adams i Maria de Mateo (1) w modyfikacji wlasnej.
Material do badan stanowily narzady limfoidalne ryb im-
munizowanych i kontrolnych: nerki i §ledziona. Narzady
pobierano kazdorazowo od 5 ryb grup doswiadczalnych,
w nastepujacych terminach po immunizacji: 12 godzinach,
3,7, 14,28 dniach oraz po 3 miesigcach, za$ od ryb kontro-
Inych jednorazowo w 7. tygodniu doswiadczenia. Pobrany
materiat utrwalano przez 24 godziny w 10% zbuforowanej
formalinie, a nastepnie zatapiano w parafinie.

PK% = x 100

IB=
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Skrawki tkankowe (nerki i §ledziona) o grubosci 5 um
po odparafinowaniu i nawodnieniu, inkubowano w 10%
H,O, w celu zahamowania aktywnosci endogennej perok-
sydazy. Nast¢pnie na skrawkach przeprowadzono reakcje
immunohistochemiczna (peroksydaza-antyperoksydaza)
zuzyciem specyficznych przeciwciat przeciwko antygenowi
bakteryjnemu JAN Aeromonas hydrophila. Kolejno, skraw-
ki poddano dziataniu wtornych przeciwciat sprzezonych
z peroksydaza (surowica kozia antykrolicza skoniugowana
z peroksydaza chrzanowg). Dla wykrycia antygenu uzyto
jako chromogenu 3’3’idiaminobenzydyny (DAB) (Sigma),
otrzymujac bragzowy, nierozpuszczalny produkt reakcji. Do-
datkowo, po zakonczeniu powyzszej procedury preparaty
wybarwiano HE.

Mikrofotografie niezbedne do analiz jakosciowych wyko-
nano przy uzyciu mikroskopu swietlnego BX51 (Olympus)
sprzezonego z kamerg cyfrowa (Olympus Color View I11u).
Wszystkie obrazy zostaty zarchiwizowane.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan nad zdolnoscia fagocytarng granu-
locytéw i makrofagow karpi immunizowanych anty-
genem bakteryjnym, przedstawiono w tabeli 1. U ryb
grupy [ 111 badane parametry aktywnosci fagocytarnej
leukocytow nerek (PK%, IB, LC) byly statystycz-
nie istotnie wyzsze we wszystkich terminach badan
w poroOwnaniu z grupg kontrolng (tab. 1). Poréwnujac
zdolnosci fagocytarne leukocytow nerek karpi grupy I
1 II stwierdzono w kazdym terminie badan statystycz-
nie istotnie wyzsze wartosci u ryb grupy 1. Najwyzszy
odsetek pochtonietych bakterii wystapit u ryb grupy I,
w 14. dniu i wyniost 52,47 + 3,04 a ryb grupy I, w 7.
dniu i osiagnat 38,52 + 2,5%. Najnizsze wartosci
u obu grup wystapily po 12 godzinach od immunizacji
1 wynosily, odpowiednio: 28,19 £ 1,76 122,86 + 2,64.
Najwyzszg aktywnos$cig bojcza (IB) charakteryzowaty
si¢ fagocyty ryb grupy [ 111, po 7 dniach od immuniza-
cji. Wartos¢ IB wynosita u ryb grupy I - 0,607 + 0,02,
uryb grupy II - 0,382 £ 0,02. Po tym okresie nastgpit
spadek tej warto$ci u obu grup doswiadczalnych, ktory
utrzymywal si¢ na nizszym poziomie do konca do-
$wiadczenia, jednak zawsze byt statystycznie istotnie
wyzszy niz w grupie kontrolnej (tab. 1).

Wyniki badan nad aktywnos$cia luminescencyjna
(CL) fagocytow nerek karpia u ryb doswiadczalnych
1 kontrolnych przedstawiono w tabeli 2. U ryb grupy I,
luminescencja osiagneta najwyzsze wartosci w 7.

Tab. 1. Odsetek pochlonietych komérek bakteryjnych (PK%) i indeks bakteriobdjczy (IB) fagocytéw nerek karpi grup do-
$wiadczalnych (I, IT) i kontrolnych w temperaturze 12°C (n = 6, X = SD)

Terminy badan

S 12h 3 dni 7 dni 14 dni 28 dni kontrola
. | 28,19*° +1,76 37,16*° £2,34 44,63*° +3,10 52,43*° + 3,04 46,54*° + 2,64 19,68 + 2,44
PK Il 22,86*° +2,64 33,13*°+£2,85 38,52*° +2,54 35,40*° +2,59 27,40*° £2,78 17,26 + 2,65
1 0,365** + 0,03 0,486*° + 0,02 0,607* = 0,02 0,548** 0,03 0,514** 0,02 0,125+ 0,03
18 Il 0,267** + 0,01 0,291*° + 0,02 0,382*° + 0,02 0,362*° + 0,02 0,300*° + 0,03 0,122 + 0,02

Objasnienia: * — roéznice statystycznie istotne w poroéwnaniu z grupa kontrolng przy p < 0,05; * — réznice statystycznie istotne po-
migdzy grupami ryb I i II w poszczegdlnych okresach badania przy p < 0,05
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Tab. 2. Najwyzsze wartosci aktywnoS$ci luminescencyjnej
(CL) fagocytéw nerek karpi grup doswiadczalnych (I, IT)
i kontrolnej, w temperaturze 12°C (n = 6, x + SD)

Grupy ryb
Terminy badan | ]
1x10% 1x102
12 godz. 245,92* + 5,04 374,96* + 3,85
3 dni 1834,30* + 4,63 820,46* + 3,88
7 dni 9955,04* + 3,28 1171,12* 4,79
14 dni 8455,76* + 3,76 1318,71* £ 4,30
28 dni 2342,70* +3,18 1962,47* + 6,17
Kontrola 177,76 +3,60 177,76 +3,60

Objasnienia: * — roznice statystycznie istotne w poroéwnaniu
z grupg kontrolng przy p < 0,05

dniu po immunizacji, u ryb grupy Il — w 28. dniu po
immunizacji (tab. 2).

Poréwnujac uzyskane wyniki migdzy grupami do-
$wiadczalnymi zwraca uwagg, szczegolnie w 7. dniu
badania, kilkakrotnie wyzsza aktywno$¢ chemilumi-
nescencyjna fagocytow karpi immunizowanych przez
iniekcje dootrzewnowa niz przez kapiel i wynosita
uryb grupy 19955,04 +3,28; uryb grupy 11 - 1171,12
+4,79.

Wyniki obserwacji mikroskopowych nad lokalizacjg
1 utrzymywaniem si¢ antygenu bakteryjnego w narza-
dach limfoidalnych po immunizacji ryb wskazuja na
jego obecno$¢ w nerce i §ledzionie u obu grup doswiad-
czalnych, na ogot we wszystkich terminach badan.

W nerkach u ryb grupy I po 12 godz. stwierdzono
silne immunozabarwienie komdrek migzszowych i ka-
nalikow nerkowych (ryc. 1b), po 3 dniach obserwowa-
no zwigkszong liczb¢ centrow melanomakrofagowych,
zniewielkim immunozabarwieniem (ryc. 1). W nastep-
nych terminach obserwacji natezenie produktu reakcji
ulegto zmniejszeniu w czesci migdzykanalikowe;j
nerek, a utrzymywato si¢ do konca do$wiadczenia
w centrach melanomakrofagowych.

W $ledzionie ryb grupy I po 12 godz. od immuni-
zacji wystapilo stabe immunozabarwienie komorek
(ryc. 2b), ktére w nastepnych terminach byto bardziej
wyrazne, szczegblnie w poblizu zatok sinusoidalnych
(ryc. 2b). Od 7. dnia po immunizacji obserwowano
w $ledzionie wzrost liczby centréw melanomakrofa-
gowych, poczatkowo ztozonych z kilku, a nastgpnie
z wielu komorek, w ktorych stwierdzano obecno$¢
brazowego barwnika (ryc. 2c, 2d).

W nerkach ryb grupy II w pierwszych terminach
badania (12 godzin i 3 dni) barwny produkt reakcji
immunocytochemicznej byt obecny w niewielu miej-
scach, dopiero w 7. dniu do konca doswiadczenia
stwierdzono obecno$¢ barwnika w wigkszych obsza-
rach narzadu, a w nastepnych terminach skupiony byt
gtownie w centrach melanomakrofagowych.

W $ledzionie ryb grupy Il po 12 godzinach i 3 dniach
po immunizacji przez kapiel nie stwierdzono obecno-
$ci immunozabarwienia w §ledzionie. W nast¢pnych
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Ryc. 1. Nerka tulowiowa; a — kontrola; b — 12 godzin po
immunizacji dootrzewnowej IP; ¢ — 7 dni po immunizacji
dootrzewnowej IP. Pow. X 1000

terminach badan stwierdzono stabe zabarwienie
w komorkach gtownie w poblizu zatok sinusoidalnych
narzadu oraz w centrach melanomakrofagowych.
Efektem interakcji antygenu bakteryjnego Aeromonas
hydrophila z komérkami uktadu odpornosciowego
karpi byta wykazana aktywacja komodrek fagocytar-
nych nerek. Na role fagocytozy jako podstawowego
mechanizmu obronnego ryb wskazuje wiele badan (2,
6-9, 11, 14, 31, 32). U obu grup do§wiadczalnych, we
wszystkich terminach badan wystapity wyzsze warto-
sci: PK%, IB 1 CL niz w grupie kontrolnej, jednak na
zrdznicowanym poziomie. U ryb grupy II w poréwna-
niu z grupg I badane parametry byly znacznie nizsze.
Wynik ten mogt by¢ nastepstwem zar6wno mniejsze-
go stezenia antygenu, ktory dostat si¢ do organizmu
ryb, jak 1 drogi antygenu po immunizacji w kapieli.
Niektoére badania wskazujg, ze podczas tego sposobu
immunizacji wnika 0,01-0,2% antygenu przez skore
1 skrzela (19), a takze na dtlugotrwate przetrzymywa-
nie antygenu w tych miejscach (22). Badania roznych
autoréw nad aktywnoscig fagocytarng leukocytow ryb



Med. Weter. 2019, 75 (10), 599-604

Ryc 2. Sledziona; a — kontrola, b-12 godzm po immunizacji
w kapieli; ¢ — 7 dni po immunizacji w kapieli; d — 3 miesiace
po immunizacji w kapieli. Pow. x 1000

immunizowanych sa czasami sprzeczne z wynikami
badan wiasnych, niektorzy twierdza, ze wzrost aktyw-
nosci bojczej mozna uzyskac tylko przez kilkakrotna
iniekcje dootrzewnowa antygenu bakteryjnego (31),
inni wskazujg na wyzszy wptyw temperatury niz spo-
sobu immunizacji (15). Antychowicz i Kozinska (15)
stwierdzili rowniez, ze w nizszej temperaturze odsetek
fagocytow krwi pochlamaj acych bakterie byt wyzszy
u ryb immunizowanych w kapieli niz przez iniekcje
dootrzewnowa. Wptyw niskich temperatur na aktyw-
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no$¢ fagocytarng leukocytow ryb byt celem licznych
badan wielu uczonych (2, 7, 15, 23, 25). W niektorych
pracach wykazano wyzsza zdolno$¢ zerng komorek
w temperaturze 10°C-15°C niz 20°C-30°C (2, 7, 23).
Uzyskane w badaniach wlasnych wysokie wartosci
luminescencyjne leukocytow nerek w temperaturze
12°C mogty by¢ wynikiem obecnosci w tych komor-
kach (szczegdlnie granulocytach) aktywnego systemu
mieloperoksydazy (MPO) i obnizonej aktywnosci
enzymOw dziatajacych inhibicyjnie, tj.: katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowej i reduktazy glutationu.
Wielu autorow w pracach badawczych zwraca uwage
na korelacje chemiluminescencji zaleznej od luminolu
ze stanem funkcjonalnym komorek fagocytujacych
posiadajacych aktywny system mieloperoksydazy (3,
16, 19, 21, 30).

Obserwacje mikroskopowe nad lokalizacja anty-
genu bakteryjnego w narzadach limfoidalnych po
1rnmunlzaCJ1 w iniekcji dootrzewnowej wskazuja,
ze w pierwszych terminach badan (12 godz. i 3 dni)
gtowna rolg w transporcie antygenu do nerek petnity
komorki dendrytyczne, ktore przyczynily sie do jego
réwnomiernego rozprzestrzenienia, a po prezentacji
limfocytom T w krotkim okresie doszto do aktywa-
cji komorek fagocytarnych wykazanej w pierwszej
czesci pracy. Wydaje sig, ze skutecznos¢ prezentacji
antygenu przez komorki dendrytyczne jest wigk-
sza niz przez makrofagi, ktore zajmujg si¢ gtownie
degradacja pochtonigtego antygenu i kompleksow
immunologicznych. Rola makrofagéw jako komorek
przechwytuj acych i magazynujacych antygen uwidacz-
nia si¢ w pOZIlle_]SZ}/Ch terminach badan. Makrofagi
skupiajace si¢ w centrach melanomakrofagowych
nerek 1 watroby pochodza z makrofagdéw lokalnych,
ktore w sgsiedztwie sinusoidalnych i elipsoidalnych
naczyh krwionosnych wychwytuja przedostajace
si¢ do krwi antygeny z przeksztalconych aktywnych
komorek dendrytycznych, a takze z makrofagow
wedrujacych, wywodzacych si¢ z innych miejsc orga-
nizmu (10, 19, 33, 37). W badaniach nad lokalizacja
antygenu w tkankach immunizowanych ryb, podobnie
jak w badaniach wtasnych, wykazano zalezno$¢ ilosci
zgromadzonego antygenu od czasu po immunizacji.
U dorsza atlantyckiego po immunizacji dootrzew-
nowej bakteriami Vibrio anguillarum po 1 godz. ob-
serwowano jego obecno$¢ w nielicznych miejscach,
a po 24 godz. w znacznej cz¢$ci badanego narzqdu
(4). Wyniki badan wiasnych wskazuja ponadto, Ze
nie tylko czas uptywajacy po immunizacji ma wptyw
na zwigkszong ilo$¢ antygenu w narzadach, ale takze
sposob immunizacji. Obserwowana mniejsza obecnos¢
antygenu w nerce i §ledzionie u ryb grupy Il niz u ryb
grupy I jest prawdopodobnie wynikiem dhugotrwatego
utrzymywania si¢ antygenu w skorze i w skrzelach.
Na role skory i skrzeli biorgcych udziat w odpowiedzi
lokalnej podczas podania antygenu w kapieli zwracaja
uwage Ototake 1 wsp. (26) oraz Moorea i wsp. (22).
Po 3-minutowe;j kapieli Ototake i wsp. (26) stwierdzali
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Sladowe obecno$ci antygenu w nerkach i $ledzionie.
NlektOI'ZY autorzy Zwracajq uwage na zalezno$¢ Wy-
niku immunizacji od czasu trwania kqpleh Podczas
dhugotrwatej kapieli w skorze 1 skrzelach immunizo-
wanych ryb stwierdzono obecnos¢ przewazajacej ilosci
antygenu, ktory utrzymywat si¢ w tych miejscach do
24 dni po immunizacji (22).

Wyniki badan wtasnych, ktore wskazuja na dlugo-
trwate utrzymywanie si¢ antygenu bakteryjnego w na-
rzadach limfoidalnych (do 3 miesigcy po immunizacji)
1 pobudzenie aktywnos$ci fagocytarnej leukocytow
nerek $wiadczg o silnej immunogennosci uzytego do
immunizacji antygenu bakteryjnego zarowno w iniek-
cji dootrzewnowej, jak i w kapieli. Uzyskanie nizszej
aktywnos$ci komorek po podaniu antygenu w kapieli
nie powinno zniecheca¢ do tego sposobu immunizacji.
Immunizacja poprzez kqplel Jest nie tylko wygodna,
ale — jak sie okazuje — rowniez skuteczna i trwata.
ROZCIan_] ace Slq W czasie 1mmunostymu1uJ ace dzia-
fanie antygenu jest bardzo korzystne dla ryb, daje
mozliwos¢ potaczenia zabiegu immunizacji z odtowem
ryb po okresie zimowania. Uzyskane wyniki badan
wskazuja na mozliwo$¢ wykonania immunizacji wio-
sng i ochrone¢ zdrowia ryb w okresie wiosenno-letnim
przed infekcja spowodowang bakteriami Aeromonas
hydrophila.
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