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ANTONINA SOPINSKA

Nowe dane z zakresu immunologii ryb

Zaklad Choréb Ryb Wydziatu Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka 12, 20-033 Lublin

Zdolno$¢ do przetrwania organizmow zywych, pomi-
mo niekorzystnie oddzialywujacych czynnikéw ze-
wnetrznych 1 wewnetrznych, mozliwa jest dzieki do-
brze zorganizowanej i sprawnej funkcji powiazanych
ze sobg ukladow: nerwowego, dokrewnego i limfatycz-
nego, okreslanych jako sie¢ neuro-endokryno-limfaty-
czna (15, 16, 17, 18, 22). Pelnia one trzy podstawowa
funkecje: nadzorcza, homeostatyczng i obronna. Zabu-
rzenie chociazby jednej z nich prowadzi do podatnosci
organizmu na zakazenia, nadwrazliwoéci na czynniki
zewnetrzne, wystapienia choréb z autoagresji i rozwoju
procesu nowotworowego.

Uklad immunologiczny, aby mogt wykonywaé po-
wyzsze funkcje, musi mieé¢ zdolnogé rozpoznawania
struktur wiasnych i obeych, Zwalezanie tych ostatnich
zwigzane jest z nieswoista reakeja komérkows i humo-
ralng oraz swoista reakeja przeciweial i uczulonych ko-
morek, a takze zdolnoscia wzbudzania pamieci na wpro-
wadzony antygen. Komorkami odpowiedzialnymi za te
reakeje sa immunocyty (neutrocyty, makrofagi i lim-
foeyty). W Swietle dzisiejszych badan wiadomo, ze lim-
loeyty wyzszych kregoweow, w tym czlowieka, nie sta-
nowia jednorodnej populacji (69). Zréznicowanie na
limfocyty T i B determinowane jest ich miejscem doj-
rzewania. Komoérki pnia, tj. niezréznicowane komérki

ukiadu limfatycznego, po dostaniu sie u ptakéw do to-
rebki Fabrycjusza (u ssakéw do szpiku kostnego), prze-
ksztaleaja sie w limfocyty B (48), stanowligce prakomoér-
ki plazmocytéw syntetyzujgcych przeciwciata, za$§ w
przypadku dojrzewania w grasicy w limfocyty T (52,
83). W populacji limfoevtow T oznaczono limfocyty
pomocnicze Th, cytotoksyezne Te, supresyjne Ts, kon-
trasupresyjne Tcs. Stan réwnowagi organizmu zZapew-
niajg wspolpracujace komorki: Th:Ts, Ts:Tcs, Th:B
(107).

Oddzialywanie antygenu prowadzi do zaburzenia ho-
meostazy w ukladzie odpornosciowym i wyzwala odpo-
wiedz immunologiczna, ktéra umownie podzielono na
faze indukeji 1 faze wykonawcza, czyli faze ekspresji.
W pierwszej fazie limfoeyty zdolne do swoistej odpo-
wiedzi na antygen uzyskuja o nim informacje, réznicuja
sig, proliferuja, a takze wspoldzialaja z imnymi komér-
kami ukladu odpornoiciowego, W drugicj fazie limfo-
cyty B syntetyzuja przeciwciata, a limfocyty T wywie-
raja bezposSredni cfekt cytotoksyczny w stosunku do
immunogenu. Funkecja obronna ukladu limfatycznego
wykazuje wyrazne zsynchronizowanie z wiekiem or-
ganizmu.

W pierwazym etapie rozwoju ontogenetycznego ssaekow,
w 3—T tygodniu zycia plodowego, powstaja limfocyty,
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ktore nabywajg umiejetnosci rozpoznawania i tolerowa-
nia immunologicznego wiasnych struktur (9). Nastepny
okres to wyksztatcenie 1 usprawnienie zdolnosci odpor-
nosciowych wobec obcych dla organizmu czynnikow
infekeyjnych. Bardzo wcze$nie pojawiajacym sie w zy-
ciu plodowym ssakow narzadem wytwarzajacym limfo-
cyty jest grasica, ktora osiaga pelny rozwdéj juz przed
urodzeniem, lezy ona w S$rodpiersiu tuz za mostkiem,
rozwija sie z 3 1 4 kieszonki skrzelowej. W utkaniu sieci
komorek epitelialnych zawiera liczne limfocyty zwane
od grasicy (thymus) tymocytami (68). Poza wytwarza-
niem limfocytow, na co wskazuja liczne podziaty tymo-
cytéw, okazalo sie: ze jej komdrki nablonkowe wydzie-
laja specyficzne czynniki okreslane czasami mianem
hormonéw grasiczych, ktore indukujg roéznicowanie
i dojrzewanic czynnosciowe limfocytow T (106). Nalezg
do nich miedzy innymi tymozyna, tymopoetyna, gra-
siczy czynnik surowiczy, tymostymulina, grasiczy czyn-
nik humoralny i inne (106, 107). Wydaje sie, ze doj-
rzewanie czynnosciowe limfocytéw T zachodzi dwueta-
powo. W poczatkowym okresie konieczny jest bezpo-
sredni kontakt limfocytow T z komoérkami nablonko-
wymi grasicy. Na tym etapie nie da sie grasicy zastgpié
przez zadne czynniki humoralne. W tym okresie, byé¢
moze, limfocyty ucza sie rozpoznawaé antygeny zdol-
nosci tkankowej wlasnych komérek organizmu, aby moc
reagowacé pdzniej na obece antygeny tylko w kontekscie
antygenow wlasnych Dalsze dojrzewanic czynno$ciowe
limfocytow T po opuszezeniu grasicy regulowane jest
przez grasicze czynniki humoralne (107).

Zdolno$¢ grasicy do wydzielania hormonéw powoduje,
ze jako narzad endokrynowy jest §ci§le zwiazana z in-
nymi gruczolami wydzielania wewnetrznego. Na Jej
funkcje majg wptyw hormony przysadki mézgowej, ko-
ry nadnerczy, a takze tarczycy. Zaréwno hormon wzros-
tu, jak i hormon tyreotropowy stymuluja wzrost gra-
sicy 1 wzmagaja proliferacje limfocytow, natomiast
wiekszos¢ hormondéw steroidowych indukuje jej inwolu-
cje, uszkadza limfocyty i hamuje ich dojrzewanie (17,
39).

Jak sie wydaje, uzyskanie kompetencji immunolo-
gicznych limfocytéw T u ryb odbywa sie — podobnie
jak u ssak6éw — poprzez kontakt z grasicg, a nastepnie
z jej hormonami. Grasica u ryb jest narzadem parzy-
stym, zlokalizowanym w goérnej czesci jamy skrzelowe]
(13, 63, 109, 110). Jest pierwszym organem limfoidalnym
pojawiajacym sie w ontogenezie ryb (50). Limfocyty
mlodociane pojawiajg sie w grasicy u pstraga juz po
3—5 dniach od wylegu z ikry (104), za$ u karpia po 5
dniach (6, 86). W innych narzadach limfatycznych karpi
komorki te pojawiajg sie pozniej: po 7T—8 dniach w
nerkach, za$ po 8—9 dniach od wylegu w $ledzionie (6).
Jeszeze przez kilka tygodni po wylegu uklad immuno-
logiczny ryb rozwija sie i stopniowo dojrzewa. Swiadcza
o tym odbywajace sie w pierwszych pieciu miesigcach
zycia ryb bardzo intensywne podzialy mitotyczne komé-
rek grasicy dajgce poczatek limfocytom (105).

Nieco pézniej w rozwoju ontogenetycznym ryb poja-
wia sie drugi narzgd limfoidalny, ktérym sg nerki za-
réwno glowowe (pronephros), jak i tulowiowe (mesonep-
hros) (8, 84, 108, 111). Tkanka limfatyczna w tych na-
rzadach skupia sie gltéwnie dookola naczyn krwionos-
nych i zatok (80, 93), a takze wystepuje w przestrzeniach
miedzykanalikowych (50, 108, 111). Produkuje ona lim-
focyty i1 komorki plazmatyczne syntetyzujace przeciw-
ciala, a wiec odpowiedzialne za odpowiedz humoralng
ustroju (11, 26, 59, 73, 93).

Sledziona w rozwoju osobniczym ryb pojawia sie sto-
sunkowo poézno (10) i zawiera mniej komoérek zwigza-
nych z ukladem obronnym niz poprzednie narzady i dla-
tego tez jej rola w procesach obronnych jest czesto
kwestionowana (24, 26, 36, 59). Pelni ona gléwnie funk-
cje erytro-, granulo- i trombopoetyczng (53). Tkanka
limfatyczna zwana miazgg biala w przeciwienstwie do
ssak6éw nie jest wyraznie oddzielona od miazgi czerwo-
nej (109 112). U ryb karpiowatych jest réwnomiernie
rozproszone (51, 53), badz tez u innych gatunkoéw jest
skupiona wokél matych naczyn krwionosnych oraz owal-
nych naczyn zwanych elipsoidalnymi lub dookota cen-
tré6w melanomakrofagowych $ledziony (35, 80, 112). Zrab
narzadu stanowi sie¢ wildkien siateczkowatych, poigczo-
nych z makrofagami, w oczkach ktérej leza limfocyty
o roznej wielkosei.

Na system obronny ryb, podobnie jak u kregowcow
wyzszych skladaja sie reakcje nieswoiste i swoiste, za-
chodzace w sposéb wysoce uporzadkowany (1, 27, 43,
4470, 75, 76, 100). OdpowiedZz nieswoistg warunkujg
bariery fizyczne, humoralne i komérki fagocytujace, zas
odpowiedz swoista — mechanizmy komoérkowe, interak-
cje zachodzgce miedzy makrofagami i limfocytami (T
i B) oraz przeciwciata swoiste.

Bariera fizyczna stanowi pierwsza linie obrony ryb
przed wniknieciem czynnika patogennego. Sklada sie na
nia ciaglo$é powloki skornej i blon $luzowych, zdolnose
komoérek epidermalnych do proliferacji oraz wydziela-
nia $luzu. Badania ostatnich lat wykazaly, ze w $luzie
ryb sa obecne liczne substancje antypatogenne, ktore
sprawiaja, ze jest on wazng czedcig skladowa ukladu
immunologicznego tych zwierzat (45, 57, 96). Wielu au-
toréw zwraca uwage na obecnos$¢ w $luzie takich sklad-
nikéw, jak: enzymy lityczne (41, 44, 54, 65, 99), enzymy
inhibitory (8, 56), komplementy (45, 58, 66) aglutyniny
(60) i przeciwciala naturalne (7, 20, 40). Immunoglobu-
liny naturalne klasy M pelnig przypuszczalnie podobng
role, jak immunoglobuliny IgA ssakow, wystepujgce w
pocie, lzach i wydzielinach drég oddechowych. lgcza
sie one w kompleksy z antygenem i1 po wniknigciu do
watroby zostajg tam zneutralizowanc (102). Wymienio-
ne czynniki humoralne wystepuja rowniez w surowicy
krwi ryb, gdzie ponadto wykazano obecnos¢ transferyn,
interferon6w i ceruloplazminy (4, 19, 21, 27, 42, 55, 72,
817).

W mechanizmach obronnych odpowiedzi nieswoiste]
biora udzial oprécz czynnikéw humoralnych, réwniez
elementy komorkowe, do ktérych naleza; makrofagi,
monocyty i granulocyty (25), posiadajace zdolnosé¢ usu-
wania z organizmu szkodliwych substancji egzo- i endo-
gennych. W pierwszych dniach zycia komérki fagocytu-
jace wystepuja u ryb gtéwnic w skrzelach oraz tkance
lacznej skory i jelita (105). Uwaza sig, ze woéwezas majy
one w tych tkankach wieksze znaczenie obronne niz
gdyby byly w narzgdach wewnetrznych. Po kilku ty-
godniach od wylegu liczha mikro- i makrofagéow w
tych tkankach zmniejsza sie, a zaczynaja sie¢ one poja-
wiaé we wlasciwych miejscach ich wystepowania, prze-
de wszystkim w $ledzionie i nerkach (64, 105). Komérki
fagocytujace odgrywaja rowniez bardzo waznag role w
procesie zapalenia, ktéry pomimo, ze przebiega u ryb
podobnie jak u ssakdéw, to jednak jego rozwéj i zejscie
zalezy w duzym stopniu od temperatury (37, 38). Naj-
wiecej w ognisku zapalnym u pstragéw (makrofagow,
granulocytéw i limfocytéw) gromadzi sie po 2—4 dniach
od zakazenia, a proces gojenia nastepuje po 8—10 dniach
w temperaturze 15°C, za$ dwukrotnie dluzej trwa w
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temperaturze 5°C (38). Autorzy ci podkreslaja, ze w
niskich temepraturach proces ten jest zaleiny gloéwnie
od granulocytéw, ktére w tych temperaturach dominu-
ja w ognisku zapalnym (ok. 94%) (38). Réwniez nie-
ktorzy obserwuja, zc w temperaturze 8°C liczba gra-
nulocytéw w narzadach limfatycznych ryb jest znacz-
nie wyzsza niz w temperaturze 24°C (74). inni wyka-
zuja, ze wyzsza liczbe komérek fagocytujaeych obser-
wowano u karpia w temperaturze 22°C niz 7°C (2),
a takze, ze ich aktywno$é fagocytarna wzrastala wraz
ze wzrostem temperatury, co wykazano zaré6wno w ba-
daniach in vitro (67, 94), a takze in vivo (88).

Fagocytoza nieswoista ryb ma wiele cech wspélnych
z fagocytoza naturalng ssakéw. Obejmuje ona kilka
nastepujgeych po sobie faz: rozpoznanie ohcej czastecz-
ki, chemotaksje, wchlanianie, zabicie zywych czastek
wchlonietych oraz ich strawienie. W procesach we-
wnatrzkomoérkowego trawienia jest wykorzystywany,
podobnie jak u ssakoéw, uktad myeloperoksydazowy oraz
biatka zasadowe o dzialaniu bakterioboéjezym i bakterio-
statycznym. W mechanizmie niszczenia drobnoustrojow
odgrywa rowniez duza role dzialtanie bakteriobojcze za-
lezne od tlenu (3). Podcezas procesu fagocytozy nastepu-
J¢ znaczne wzmozenie metabolizmu komorki tzw, | zryw
oddechowy”. Na skutek procesow utleniania dochodzi
do wytworzenia takich produktéw, jak: H,0, O,~, O,
OH~™, ktére sg toksyczne dla czgstek ,fagocytowanych
(61, 19). Wilasciwosei redukeyjno-utleniajgce jednego
z toksyeznych metabolitéw tlenowych, anionu nadtlen-
kowego. wykorzystano w tescie diagnostycznym NBT
(redukcji blekitu nitrotetrazolowego do formazanu NBT)
okreslajacym in vitro aktywno$é metaboliczng granu-
locytéow (77, 103). U ludzi i niektérych zwierzgt hodo-
wlanych ta metoda badania aktywnosci mectabolicznej
ncutrocytow krwi znalazla szerokie zastosowanie w
diagnostyce choréb infekeyjnych, szezegélnie tla bakte-
ryjnego (49, 62, 81, 82, 103), natomiast u ryb badania
funkeji ezynnosciowej mikrofagéw ta metods byly wy-
konywane sporadyeznic (71, 88, 89, 98, 101).

Sprawnosé¢ obronna ukladu immunologicznego uzalez-
niona jest nie tylko od aktywnoéci mikro- i makrofa-
gow, ale réowniez od limfocytow, a gléwnie limfocytow
T inicjujacych swoista odpowieds immunologiczng na
dzialanic immunogenu, Rola i miejsce limfocytow T we
wspoldziataniu z innymi komoérkami ukladu limfatycz-
nego (limfocytami B i makrofagami) w zakresie zjawisk
odpornosciowych u ludzi jest doi¢ dobrze poznana, na-
tomiast u ryb nie jest ciagle jasna. Wiele badan nad
uktadem limfatycznym u ryb przemawia za zréznico-
waniem limfocytéw na T i B. Gléwnymi argumentami,
ktére wskazuja na zréznicowanie funkcjonalne i struktu-
ralne limfoeytow ryb jest ich odpowicdz na hapteny
(46, 97, 104), reaktywnodé na mitogeny (10, 12, 31, 33,
34, 78, 92) oraz wrazliwosé na temperature (14, 93) w
hodowli in wvitro, a takie odpowieds na
monoklonalne (5, 23, 30, 32, 85, 86).

W ostatnich latach nastapilo ogromne nasilenie badan
nad procesami obronnymi u ryb. Napotykajg one nie-
jednokrotnie na wiele trudnosei, gdyz nic zawsze udaje
sie u tych zwierzat obserwowaé procesy adekwatne do
znanych juz u kregowcéw wyzszyeh (28). Roznice te Wy-
nikaja z ich nizszej pozycji taksonomicznej, jak réwniez
ich zmiennocieplno$ci, ktéra uzaleinia przebieg proce-
s6w metabolicznych od temperatury $rodowiska ze-
wnetrznego. Metody badan, nierzadko rutynowe w im-
munologii ssakéw, nie zawsze dajg sie zastosowaé w
immunologii ryb bez odpowiednich adaptacji. Wyniki

przeciwelialy

dotychezasowych badan nad procesami obronnymi ryb
i kregowcow wyzszych, a nawet ssakow wskazujg jed-
nakze, ze poza pewnymi réznicami, istnieje réwniez
migdzy nimi wiele podobienstw. Dlatego tez u ryb mo-
zliwe byloby wykorzystanie znajomosei mechanizmow
obronnych do tych samych celéw praktycznych, jakie
stosowanc sa u ssakow. Swiadezy o tym chotby wpro-
wadzenie do praktyki, zwlaszcza u ryb lososiowatych
szczepien przeciw niektéorym chorobom bakteryjnym
(29, 47). Wydaje sie réwniez, ze u ryb mozna by wyko-
rzysta¢ znajomo$é¢ proceséw immunologicznych do in-
nego jeszeze praktycznego zabiegu stosowanego u ssa-
kow — immunostymulacji. W warunkach hodowlanych
ryby narazone sa na wiele czynnikéw ostabiajgcych ich
organizm, zwiazanych badz to z drastyczng interwencja
cztowieka, niekorzystnymi warunkami $rodowiska wod-
nego, badz tez z ulatwionym kontaktem z réznymi pa-
togennymi czynnikami wywolujacymi u nich choroby.

Srodki lecznicze pobudzajace aktywnosé obronng nie
maja u ryb dotychczas, oprécz badan eksperymental-
nych, praktycznego zastosowania (71, 90, 91). Dlatego
tez obecnie badania na ten temat zaczynaja byé podej-
mowane, szczegolnie u ryb hodowlanych (w Polsce
gléwnie u karpia).
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Summary

Serological examinations of coeds fished in the Po-
lish zone of marine lishing at the Baltic sea

The examinations were done on 40 cods fished at the
Baltic sea during a scientific cruise of the ,Profesor
Siedlecki” boat., The level of specific antibodies against
bacteria pathogenic for cods such as Vibrio sp., Aeromonas
sp. and Pseudomonas sp. was determined by passive
haemagglutination test using strains isolated from sick cods
fished during the cruise and laboratory strains. Antibo-
dies were found in 50% of sera of normal and 20% of sera
of sick cods. The titre of antibodies was low, the highest
titre was 1:16. Antibodies against Vibrio sp. were most pre-
valent. Less often were found antibodies against Pseudo-
monas sp. and Aeromonas 5p.

W ostatnich latach wykazano wzrost zachorowan dor-
szy towionych w Baltyku na choroby wywolywane przez
bakterie (4). Pojawienie si¢ tych choréb moze wynikaé
ze wzrostu iloSci bakterii chorobotworczych w wodzie,
ze spadku odpornosci wywolanego skazeniem morza,
badz z oddzialywania obu tych czynnikéw jednocze$nie.

Kontakt z drobnoustrojami chorobotwoérczymi wywo-

luje u ryb odpowiedz immunologiczng zwigzang z po-
jawieniem sie w ich surowicy wyzszych mian przeciw-
cial. Wychodzac z tego zalozenia Robohm i wsp. (8) po-
czynili prébe zastosowania badan serologicznych do oce-
ny stopnia skazenia bakteryjnego wod Zatoki Nowo-
jorskiej. Dotychczasowe badania ryb towionych w Bal-
tyku ograniczaty sie do rejestracji zmian anatomopato-
logicznych i préb izolacji odpowiedzialnych za ich pow-
stawanie czynnikéw bakteryjnych. Celem podjetej pra-
cy bylo okreslenie, na podstawie badania serologiczne-
go, stopnia narazenia ryb z polskiej strefy ryboléwstwa
morskiego na zakazenia bakteryjne i ocena stanu ich
odpornosci.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono ogélem na 40 dorszach odlowio-
nych w Ballyku podczas letniego rejsu (przetom maja
i czerwca) statku R/V ,Profesor Siedlecki”. Przed pobra-
niem krwi na podstawie szczegdlowych ogledzin, p6Zniej na
podstawie obrazu narzaddéw wewnetrznych, oceniano stan
zdrowia ryb. Z ogélnej liczby odlowionych dorszy 29 oce-
niono jako zdrowe, a 11 uznamo za chore. W uzyskanych od
ryb surowicach okretlono miano przeciwecial przeciwiko cho-
robotworczym dla dorszy bakteriom z rodzajéw Vibrio,
Aeromonas i Pseudomonas. Szezepy bakteryjne uzyte do



