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Aktywnos$é¢ mieloperoksydazy granulocytéw obojetnochtonnych u karpi
w czasie naturalnej infekcji bakteryinej

Summary

The activity 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 myeloperoxidase (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, Ze fagocytujace gra-
nulocyty obojetnochlonne (komoérki PMNL) charakte-
ryzujg sie, poza innymi cechami, obecnoscig duzej ilosci
granul peroksydazo-dodatnich. Wezeéniej obecno$é¢ mie-
loperoksydazy (MPQO) w ziarnistosciach lizosomalnych
granulocytéw obojetnochlonnych ryb wykazali Cannon
i wsp. (1), Ferguson (2), Hine i wsp. (4), Kanner i Kinsel-
la (5), Mori (6) oraz Sopinska (9). Oznaczanie tego en-
zymu, w dotychczasowych badaniach, sluzylo przede
wszystkim identyfikacji krwinek bialych ryb. Brak
jest natomiast badan i obserwacji dotyczacych aktyw-
noéci MPO w czasie infekcji bakteryjnych u ryb, w
tym takze u karpi oraz jej wykorzystania w diagnosty-
ce lekarskiej. 2

W pracy badano aktywno$¢ MPO w kolejnych sta-
diach rozwoju choroby o nazwie erythrodermatitis, wy-
wolywane] przez bakterie Aeromonas salmonicida subsp.
achromogenes, jednocze$nie tez probowano okresli¢
mozliwosci bojecze komorek PMNL zwigzane z enzy-
mami tleno-zaleznymi.

Wybér tej choroby do badan jest uzasadniony pod-
stawowa rolg enzymow bojczych komérek PMNL u ssa-
kow w schorzeniach bakteryjnych oraz powaznymi stra-
tami gospodarczymi, zwigzanymi z dilugotrwalymi &nie-
ciami karpi przy jednoczesnych duzych trudnosciach
rozpoznawczych wezesnych stadiow rozwoju tej choro-
by.

Materiat i metody

Badaniem objeto 250 karpi (Cyprinus carpio L.) podzie-
lonych na pie¢ grup do$wiadczalnych po 50 ryb, ktoére
w okresie przeprowadzania badan nie byly poddawane
zabiegom leczniczym 1 profilaktycznym. Grupe I (kon-
trolng) stanowily karpie zdrowe, wolne od erythroderma-
titis, za§ grupe II—V ryby pochodzgce ze stawdw, w kté-
rych stacjonarnie wystepowalo to schorzenie. Podzialu
tych ostatnich ryb na grupy dokonano uwzgledniajac ko-
lejne stadia rozwoju choroby i tak; grupe II — stanowily
ryby nie wykazujgce klinicznych objawoéw choroby —
okres inkubacji choroby, grupe IIT — ryby, u ktérych
stwierdzono na skérze wybroczyny i przekrwienia — ostry
proces chorobowy, grupe IV — karpie z rozlegtymi owrzo-
dzeniami skéry -— stadium przejsciowe, miedzy ostrym
a chronicznym procesem chorobowym, zas grupe V —
karpie, u ktérych obserwowano proces gojenia i blizno-
wacenia ran — chroniczny proces chorobowy.

Rozpoznanie erythrodermatitis przeprowadzono metoda-
mi rutynowymi, biorgc pod uwage obraz zmian klinicz-
nych, anatomopatologicznych oraz wyniki badann bakterio-
logicznych.

Aktywnoéé mieloperoksydazy w komoérkach PMNL krwi
obwodowe] ryb, pobranej jednokrotnie, okreslano metodg
cyvtochemiczng wedlug Grahama opisang przez Zawistow-
skiego (12). Preparaty sporzadzano z krwi obwodowe]j po-
branej na heparyne (50 jm na 1 ml krwi), utrwalono mie-
szaning 40% formaliny (1 czes¢) i 96% alkoholu (9 czesci),
a nastepnie po uplywie 3 minut plukano woda destylo-
wang i zalewano, na okres 4 minut, odczynnikiem peroksy-
dazowym (10 ml 40% alkoholu, kilka krysztalkéw bhenzy-
dyny i 0,02 ml 3% H,0,). Rozmazy po splukaniu wodg
destylowang barwiono metodg Pappenheima i odezytywano
pod mikroskopem 3$wietlnym. Kryterium oceny stanowita
intensywnos¢ zabarwienia ziarnistosci lizosomalnych ko-

moérek PMNL, przyjmujgc nastepujaca skale ocen; —
3 punkty (granule ciemnobrgzowe), — 2 punkiy (granule
jasnobrgzowe), — 1 punkt (granule zélte) i 0 punktow

(brak wybarwionych granul).

Wyniki badan przedstawiono w tab. 1 w postaci catko-
wite] aktywnos$ci mieloperoksydazy (CAMPO) tzn. sumy
punktéw wedlug przyjete] skali ocen oraz wzglednego
wskaznika aktywnosci mieloperoksydazy (WAMPOQO), wy-
liczonego z ilorazu CAMPO komoérek PMNL krwi ryb cho-
rych i sredniej aktywnosci tego enzymu u ryb zdrowych
(7). Uzuskane rezultaty poddano analizie statystycznej
wedlug testu t-Studenta, przy istotnosci réznic miedzy
grupa ryb zdrowych i chorych o= 0,06 i przedstawiono
w postaci S$rednich (X) oraz odchylenia standardowego

(+ s).
Wyniki i oméwienie

Jak wynika z danych tab. 1 $rednia i catkowita ak-
tywnos¢ mieloperoksydazy (CAMPO) u karpi zdrowych
(grupa I — kontrolna) wynosi’a 97, natomiast wzgledny
wskaznik aktywnosci tego enzvmu (WAMPO)} 1,00 £
+0,26. Badania wykonane u karpi w II—V grupie
(tab. 1) wykazaly wzrost CAMPO i WAMPO w porow-
naniu z grupa I. Stwierdzono, ze u ryb z grupy II, be-
dacych w okresie inkubacji choroby, CAMPO i WAMPO
sg wysokie i wynosza kolejno 23337 i 2,40 = 0,34
U ryb z grupy III z ostrym procesem chorobowym i z
grupy IV, to jest tych, ktore znajdowaly sie w stadium
przejsciowym rozwoju choroby, miedzy ostrym a chro-
nicznym procesem, ohserw wano dalszy wzrost tvch
wskaznikow. Wrynosily one odpowiednio, CAMPO
259 + 35 i 272 £ 24, za§ WAMPO 2,67 £0,32 i 2,80 £0,19.
Nizsze warto$ci, chociaz statystycznie wyzsze niz u ryb
klinicznie zdrowych, wystepowaty u karpi bedacych w
fazie chronieznej rozwoju erythrodermatitis i wyno-
sity dla CAMPO 141 £41, natomiast dla WAMPO
1,45 1 0,38,

Wydaje sie, ze obserwowany obraz wartosci CAMPO
i WAMPO w komérkach PMNL krwi obwodowej ba-

Tab. 1. Aktywnosé mieloperoksydazy u ryb zdrowych
i chorych (X * s)

Catkowita Wskaznik
Grupa ryb aktywnosé aktywnosci
MPO (CAMPO) MPO (WAMPO)
T 97 28 1,00 0,26
II 233 37* 2,40 0,34*
111 259 35% 2,67 0,32*
v 272 24% | 280  0,19*
141 41* 1,45 0,38*

Objasnienie: * — roéznice statystycznie istotne przy p < 0,05.
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danych karpi jest efektem reakcji immunologicznej
u ryh, gdyz wedlug wielu autorow (cyt. za 11) do czyn-
nikow nieswoistej odporno$ci humoralnej, takze u ryb,
zalicza sie miedzy innymi MPO. Wedlug Kannera
i Kinsella (5) ekstrahowana z granulocytow obojetno-
chionnych pstraga teczowego MPO posiada, podobnie
jak u zwierzat stalocieplnych, bardzo silne wia$ciwosci
béjcze i spelia role podstawowego faktora odpornosci
przeciwzakaznej. Obserwowana zatem, w badaniach
wtasnych, zwiekszona aktywno$¢ mieloperoksydazy u
karpi chorych na erythroderm:titis (grupa II—V),
swiadezy o stymulujgeym oddziatywaniu bakierii wy-
woltujacych te chorobe na komérki PMNL; dowodzi tak-
ze, ze uklad mieloperoksydaza — nadtlenek wodoru
speinia u karpi istotng role w likwidowaniu czynnikow
patogennych. Wyniki te potwierdzaja w pelni istnienie,
w komorkach PMNL ryb, bardzo sprawnego systemu
bojczego zaleznego od tlenu, na ktéry zwrdcono uwage
wezeéniej, oceniajac go w tescie redukeji blekitu nitro-
tetrazolowego (8, 10).

Uzyskane wyniki badan dowodza, ze oznaczanie MPO
granulceytow obojetnochionnych karpi stwarza mozli-
wose éledzenia dynamiki zmian w aktywno$ci komorek

PMNL, a przez to oceny systemu immunologicznego
karpi. Dowiedziono takze, ze zastosowana metoda badan
uwidacznia role i udzial komérek PMNL w procesie
obronnym u ryb w przebiegu naturalnej infekeji bak-
teryjnej i moze by¢ wykorzystana do weczesnego diag-
nozowania erythrodermatitis, a najprawdopodobniej
takze innych zakazen bakteryjnych u ryb.
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Summary

Serum imunoglobulins in young bulls naturally infected
with IBR/IPV (Bovid herpesvirus 1 — BHYV 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 naturally
infected with BHV 1 and showing clinical symptoms of
the respiratory tract inflammation. For control healthy
animals uninfected were included. It was found that bulls
infected with BHV 1 excrete the virus for a relatively
long time (42—56 days). In some animals the SN titres
1:2—1:8 were noted only in some periods of studies.
Irrespectively of the age of bulls serum content of IgG,
and IgG increased and IgG, decreased. The level of IgM
and IgA was stable and it was not related to the age of
animals.

Dynamike produkeji surowiczych immunoglobulin
(Ig) badano u buhajkéw 1 jalowek zakazonych do-
§wiadczalnie wirusem IBR/IPV (12—14, 21). W infek-
cjach naturalnych spowodowanych przez wirus IBR/
JIPV, bialka te oznaczono u krow (26, 27). U cielat
badano je w infekejach narzgdu oddechowego wywo-
lanych przez blizej nie zidentyfikowane czynniki etio-
logiczne (2—4, 16, 25, 28).

W niniejszej pracy przeSledzono odpowiedz immu-
nologiczng buhajow zakazonych naturalnie BHV 1,
oznaczajac w surowicy miano przeciwcial i ilosci Ig.
Celem bylo poznanie reakcji obronnych mlodego bydta

zakazonego w warunkach naturalnych BHV 1.
Material i metody

Badania wykonano na dwéch, Ttéinych wiekowo gru-
pach buhajkéw rasy ncb. Grupe ,,A” utworzono ze zwie-

rzat 2—4-miesiecznych (5 chorych i 5 klinicznie zdrowych),
,B” (ilosciowo jak ,A”) z buhajkéw 6—10-miesiecznych.

Zwierzeta chore grupy ,A"” wybrano ze stada buhaj-
kéw, w ktérych stacjonarnie wystepowaly zapalenia na-
rzadu oddechowego o lagodnym przebiegu klinieznym, bu-
hajki chore grupy ,B” z oboér, w ktérych zakaienie mialo
przebieg ciezki. Zwierzeta kontrolne (dla obu grup) pocho-
dzily ze stad, w ktérych zapalenia narzgdu oddechowego
nie wystepowaty.

Badania laboratoryjne zwierzat grupy ,A” chorych
i zdrowych przeprowadzono pieciokrotnie co 7 dni i dwu-
krotnie co 14 dni. Buhaje grupy ,B” badano czterokrot-
nie co 14 dni. Stan kliniczny zwierzat okreslono metoda-
mi rutynowymi.

Badania wirusologiczne wymazéw z blony $luzowe]
jamy nosowej i ze spojowek, zmierzajace do izolacji oraz
identyfikacii BHV 1, przeprowadzono w hodowli komorek
nerek cielat (HKNC), a takie metods immunofluorescencji
bezposredniej (IFb) — stosujac koniugat ~Gamakon 1BR”
RBioveta Nitra (Czechoslowacja). Miano przeciweial dla
BHV 1 w surowicy buhajkéw okreslono odczynem sero-
neutralizaciji (SN) w HKNC. Ilos¢ Ig klasy G, M, A oraz
podklasy G; 4 G. oznaczono metoda immunedyfuzji ra-
dialnej (ID) wykorzystujgc standardy firmy Miles (USA).

Wyniki badan klinicznych i wirusologicznych przedsta-
wiono opisowo, serologicznych i immunologicznych podano
w tab. 1—3. Wyniki oznaczen Ig poddano analizie staty-
stycznej testem {-Studenta (p = 0,05), poréwnujac ich
ilosci u buhajéw chorych do ilosci stwierdzonej u zwie-
rzgt zdrowych.

Wyniki i omoéwienie

U buhajkéw chorych z grupy ,,A” objawy kliniczne
utrzymywaly sie przez 42 dni obserwacji. Przez 14 dni
manifestowaly sie podwyzszona do 40,5—41,5°C tem-
peratura, zapaleniem spojéwek i blony $luzowej nosa
oraz osowialoscia zwierzat. Wyciek z mnosa, najpierw



