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Aktywność mieloperoksydozy gronulocyłów oboiętnochłonnych u korpi
w czosie nołurolnei infekcii bokteryinei

Summary
The actirzity of myeloperoxidase in carp neutrophils in the
course of bacterial infection

The studies have been carried out on healthy and
naturally infected carp with Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes, Diseased fish were divided into four groups
on the basis of clinical changes. The activity of myelope-
roxidase (MPO) was determined by Graham's method and
expressed as a total activity of mye]operoxidase (CAMPO)
and a relative index of the enzyme activity (WAMPO).
The experiments showed a statistical significant increase
of CAMPO and WAMPO in carp infected in comparison
-with the findings in normal fish.

Finco-Kent i Thune (3) wykazali. że fagocytujące gra-
nulocyty obojętnochłonne (komorki PX4NL) charakte-
r;lzlrją się, poza innymi cecharni, obecncścią dużej ilości
granul peroksydazo-dodatnich. Wcześniej obecność mie-
Ioperoks_vdazy (MPO) w ziarnistościach lizosomalnych
granułocytów obojętnochłonnych ry,b lvykazali Cannon
i tvsp. (1), Ferguson (2), IJine i wsp. (4), Kanner i Kinse].-
la (5), Mori (6) oraz Scpińska (9). Oznaczanle tego en-
zymu, lv dotychczasowych badaniach, służy}o przede
r,vszystkim identyfikacji krwinek białych ryb. Brak
jest natcrrriast badań ii obserwacji dotycząc;,ch aktyrr,-
ności MPO w czasie infekcji bakteryjnych u ryb, rv
tym także u karpi oraz jej wykorzystania r,ł, diagnosty-
ce lekarskiej.

W pracy badano aktywność MPO w kolejnych sta-
diach rczlvoju choroby o nazwie ergthrodermatitis, wy-
wołyrłranej przez bakterte Aeromonas sal,monżcl.do subsp.
achromogenes, jednocześnie też pró,bowa,no określić
moż]i,w,ości bój,cze kornórek PMNL związane z efizy-
marni 1leno -zależnymi.

Wybór tej choroby do badań jest uzasadniony pod-
stawową rolą enz5rrnów bójczych komórek PMNL u ssa-
kórv r,v schorzeniach bakteryjny,ch oraz poważnl,mi stra-
tami gospodarczymi, związanyrni z długotrwałymi śnię-
ciami karpi przy jednoczesnych dużych trudnościach
Iozpoznawczych wczesnych stadiów rozwoju tej choro-
by.

Materiał i metody
Badaniem oibjęto 250 karpi (Cyprinus carpio I-.) podzie-

lonych na pięć grup doświadczalnych po 50 ryło, które
w okresie przeprowadzania badań nie były poddawane
zabiegom leczniczym i profilaktycznym. Grupę I (kon-
trolną) stanowiły karpie zdrowe, wolne od erythroderma-
tżti.s, zaś grupę II-V ryby poch,odzące ze stawów, w któ-
rych stac jonarnie występowało to schorzenie. Podziału
tych ostatnich ryb na grupy dokonano uwzględniając ko-
lejne sta,dia rozwoju choroby i tak; grupę II - stanowiły
Iyby nie wykazujące klinicznych objawó,w choroby -okres inkubacji choroby, grupę I1I - ryby, u których
stwierdzono na skórze wybroczyny i przekrwienia - ostry
proces choroibowy, grupę IV - karpie z rozległyrni owrzo-
dzeniami skóry stadium przejściowe, między ostrym
a chronicznym procesei,n chorobowym, zaś grupę V -karpie, u których obserwowano proces gojenia i blizno-
wacenia lan - chroniczny proces chorobowy.

Rozpoznanie er ythr odermatżtis pr zeprowadzono
mi rutynowymi, biorąc pod uwagę obraz żmian
nych, anatomopatologicznych oraz wyniki badań
1ogicznych.
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Aktywność mieloperoksydazy w kornórkach PMNL krwi
obwodowej ryb, pobranej jednokrotnie, określano metodą
cvtochemiczną według Grahama opisaną przez Zawistow-
skiego (12). Preparaty sporządzar-ro z krwi obwodowej po-
branej na heparynę (50 jm na 1 m] krwi), utrwalono mie-
szaniną 400/o formaliny (1 część) i 960/o a]koholu (9 czĘści),
a następnie po upływie 3 minut płukano wodą destylo-
.łaną i zalewano, na okres 4 minut, odcz]znnikiem peroksy-
dazowym (10 ml 400/o alkoholu, kilka kryształków benzy-
dyny i 0,02 ml 30/o H2O2). Rozm.azy po spłukalriu wodą
destylowaną barwiono metodą Pappenheima i odczytyrvano
pod mikroskopem świetlnym. Kryterium oceny stanowiła
intensywność zabarwienia żarnistości 1izosornalnych ko-
mórek PMNL, przyjmując następującą skalę ocen; -3 punkty (granule ciemnobrązowe), - 2 punkty (granule
jasnobrązowe),-1punkt (grarrule żółte) i 0 punktów
(brak wybarwion;rch granul).

Wyniki badań przedstau,iono lv tab. 1 w postaci całko-
witej aktywności mieloperoksydazy (CAMPO) tzn. sumy
punktów według przyjętej skali ocen oraz vr'zględnego
wskażnika aktywności mieloperoksydazy (WAMPO), wy-
liczonego z ilotazu CAMPO komórek PMNL krwi ryb cho-
rych i średniej aktywności teqo enzynu u ryb zdrowych
(7). Uzuskane rezultaty poddano analizie statystycznej
Tvedług testu t-Studenta, przy istotności różnic między
grupą ryb zdrowych i chorych o .- 0,05 i przedstawiono
w postaci średnjch (x) oTaz odchylenia standardowego
(- s).

Wyniki i omórvienie

Jak r.vynika z danych tab. 1 średnia i całkor,l.ita ak-
tyrł,nośc mieloperoksydazy (CAMPO) u karpi zdrorł,ych
(grupa I - kontrolna) wynosi'a 97,.natomiast ,,vzględny
rł,skaźnik aktywności tego enzlImu (WAMPO) 1,00 i
t 0,26. Badania wykonane u klrpi w II-V grupie
(tab. 1) wykazały wzrost CAMPO i WAMPO rł, porólv-
naniu z grupą I. Stwierdzcno. że u ryb z glupy II, bę-
dących w okresie inkubacji choroby, CAX/IPO i WAMPO
są wysokie i r,vynoszą kolejno 233 t 37 i 2,4a | 0,34.
U ryb z grupy III z ostrym procesem 31916|61l;ym i z
grupy IV, to jest tych, które znaidował5, _"ię w stadiu_m
przejściowym rozwoju choroby, między ostryrn a chro-
nicznym procesem, obserwltu,anc daIszy wzrost tvch
wskaźników. Wynosiły one odpowiednio, CAMPO
259 t 35 i 272+ 24, zaś WAMPO 2,67 t 0,32 i 2,B0 t 0,19.
Niższe wartości, chociaż statystycznie wyższe niż u ryb
klinicznie zdł:owych, występowały u karpi będących w
fazie chronicznej rozwoju ergthrodern,tati,tis i wyno-
siłv dla CAMPO |4| X 4I, natomiast d]a \VAMPO
1,45 t 0,38.

Wydaje się, że obserwowany obraz wartości CAMPO
i WAMPO w kornórkach PMNL krwi o;b,łodowej ba-

Tab. 1. Aktywność rnieloperoksydazy u ryb zdrowych
i chorych (x ł s)

Grupa ryb
całkowita
aktywność

MPo (cAMPo)
11,00 0,26
2,4o 0,34*
2,67 0,32*
2,80 0,19*
1,45 0,38*

I
il

In
Iv

97 28
233 37*
259 35t
272 24*
l41 4|*

metoda-
klinicz-

bakterio-

'Wskaźnik
aktywności

MPo (WAMPo)

objaśnienie: * 
- Ióżnice statystycznie istotne przy p < 0,05-
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danych karpi jest ef ektem reakcji immunologiczne j

lr ryb, gdyż według wielu autorórv (cyt. za 11) do czyn-
nikorv nieswoistej odporności humoralnej, także u ryb,
załicza się między innymi \,IPO. Według Kannera
i Kinse],la (5) ekstraho\,vana z granulocytow obojętnc-
chłonnych pstrąga tęczowego MPO posiada, po,dobnie
jak u zlvierząt stałocieplnych, bardzo silne rvłaściwości
bójcze i spełnia rolę podstawowego faktora odporności
przecir,r,zakażne j, Obserwowana zatem, w badaniach
lv}asnych, zwiększona aktywność mieloperoksydazy u
karpi chorych na ergthroderm.-"tźtis (grupa II-V),
śrviadczy o stymulującym oddziałyrvaniu bakterii rvy-
wołujących tę chorobę na komórki PMNL; dowodzi tak-
że, ze układ mieloperoksydaza - nadtlenek wodoru
spełnia u karpi istotną rolę w likwidowaniu czynników
patogennych. Wyniki te potr,vierdzają w pełni istnienie,
r,v kornórkach PMNL ryb, bardzo sprawnego systemlr
lrójczego zależnego od ttrentr, na któ,ry zwró,cono uwagę
lvcześniej, oceniając go w teście redukcji błękitu rritro-
tetrazoIorvego (B, 10).

Lizyskane rvyniki badań dor,vodzą, że oznaczanie MPO
granuJ,ccytow obojętnochłonnych karpi stwarza rnożli-
rvośc śledzenia dynamiki zmian ,u,n, aktywności komórek

PMNL, a pTzez to oceny systemu irnmunologicznego
karpi, Dowiedziono także, że zastosowana metoda badań
urvidacznia rolę i udział komorek PMNL lv prccesie
obronnym u ryb łv przebiegu naturalnej infekcji bak-
teryjnej i może być lvykorzystana do wczesnego diag-
n,ozowania ergthrodermatitis, a najprawdopodobniej
także innych zakażeń bakteryjnych u ryb.
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Surowicze immunoglobutiny u buhoików zokożonych nolurolnie wirusem

IBR|IPV (Bovid herpesvirus 1 - BHV 1)
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rząt Z-4-miesięcznych (5 chorych i 5 k].inicznie zdrowych),
,,e;, 1itosclo*o 

' jak ,,A;') z buhajków 6-10-miesięcznych-

nie występowały.
Badania zwietząt grupy ,,A" chorych

i zdrowych no pięciokrotnie co 7 dni i dwu-
l<rotnie co je grupy ,,B" badano czterokrot-
nie co 14 dni. Stan kiiniczny zwierząt określono metocia-
mi rutynowymi.

BHV 1 w surowicy buhajków określono odczynem sero-
neutralizacji (SN) w HKNC. Ilośc Ig klasy G, M, A oraz
pod,klasy Gr i Gz OzflaczoT\o meto,dą ił-nmunodyfuzji ra-
dialnej (ID) wykorzystując standardy firmy Miles (USA).

Wyniki badań klinicznych i wirusologicznych przedsta-
wiono opisowo, serologicznych i immunologicznych podano
w tab. 1-3. Wynikt oznaczeń Ig poddano analizie staty-
stycznej testem t-Studenta (p: 0,05), porównując ich
ilości u buhajów chorych do ilości stwierdzonej u zwie-
rząt zdrowych.

Wyniki i omowienie

U buhajków chorych ż grupy ,,A" objawy kliniczne
utrzymywały się przez 42 dni obserrvacjl. Przez 14 drri
manlfestowały się podwyższoną do 40,5-41,5oC tem-
peraturą, zapaleniem spojówek i błony śluzolvej nosa
oraz osowiałością zlvierząt. Wyciek z nosa, najpierlv

SummaI_v
Sertrm imunoglobulins in young bulls naturally infected
with IBR/IPV (Bovid herpesvirus 1 - BIIV 1)

Virologic examinations to detect the BHV 1 and sero-
logical studies to determine the titre of anti BHV 1 anti-
bodies and the content of serum immunoglobulins were
done on bulls aging 2-4 and 6-10 months naturaliy
infected with BHV 1 and showing clinical symptoms of
the respiratory tract inflammation. For contro1 healthy
anirnals uninfected were included. It rvas found that bulls
infected with BHV 1 excrete the virus for a relatively
1ong time (42-56 days). In some animals the SN titres
1:2-1:8 rvere noted on]y in some periods of studies.
Irrespectively of the age of bulls serum content of IgG,
and IgG increased and IgGz decreased. The level of IgM
and IgA was stable and it was not related to the age of
animaIs.

Dynamikę produkcji strlowiczych immunoglobulin
(lg} ba,dano u btlhajków i jałowek zakażonych do-
ś,.lriadczalnie wilusem iBR/IPV (12-14, 21). W infek-
cjach naturalnych spowodor,vanych przez wirus IBR/
/IPV, białka te ozna,czo,no u krów (26, 27). U cieląt
badano je r,v infekcjach narządu od,dechowego lvywo-
łanych przez bliżej nie zidentyfikolvane czynniki etio-
logiczne (2-4, |6, 25, 28).

V/ niniejszej pracy prześIedzono odpowiedź immu-
nologiczną buhajów zakażonych nat,uralnie BHV 1,

oznaczając w surowicy rniano przeciwciał i ilości Ig.
Celem było poznanie reakcji obronnych młodego bydła
zakażonego w warunkach natlrralnyclr BHV 1,

Materiał i rnetody
Badania wykonano na dwóch, różnych wiekowo gru-

pach buhajków rasy ncb. Grupę ,,A" utworzono ze zwie-


