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Influence of oxytetracycline on the metabolic and phagocyte activity of macrophages
and the proliferative response of lymphocytes in Carp and European Catfish

Summary

Oxytetracycline (OTC) is an antibiotic used in fish farming in many countries. It is an effective drug against
many bacterial diseases occurring in breeding conditions. It is believed that OTC induces immunosuppression
in humans and many animal species. The aim of the study was to examine the influence of OTC on the basic
functions of Carp (Cyprinus carpio) and European Catfish (Silurus glanis) immune systems. The study used
200 Carp fry (50-100 g body weight) and 200 Catfish fry (80-100 g body weight). The fish were kept in plastic
tanks (500-1000 litre capacity) in a water temperature of 20-22°C. OTC was applied by intraperitoneal
injection at a dose of 10 mg/kg body weight. The results of the study indicate that OTC induces the suppres-
sion of metabolic (Respiratory Burst Activity) and phagocyte function (Phagocyte Killing Activity) in Carp
and European Catfish macrophages, as well as increasing the proliferative response of lymphocytes. The
alteration dynamics clearly indicate that suppression is temporary. In practice OTC is used in 75-100 mg/kg
body weight doses over a couple of days (Carp, Catfish, and Trout). Longer suppression may make the fish

susceptible to secondary infections.
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Chemioterapia w akwakulturze stala si¢ narzedziem
stosowanym w celu ograniczenia strat hodowlanych
1 czgsto jest jednym z najskuteczniejszych srodkow
przeciwdzialania oraz kontroli choréb bakteryjnych ryb
(24). Antybiotykoterapia jest najczesciej stosowanym
zabiegiem chemioterapeutycznym w rybactwie.
Wspotczesne podejscie do zagadnienia stosowania
antybiotykow budzi wiele kontrowersji, leki sa stoso-
wane w paszy (bez oston) bezposrednio do §rodowis-
ka, w ktérym moga powodowa¢ niekorzystne zjawi-
ska. Pozostatosci lekéw w jadalnych tkankach ryb to
problem zwiazany z odpowiedzialno$cia za zdrowie
konsumenta. Niekorzystny wptyw na organizm leczo-
nych zwierzat, to gtowny dylemat przy wyborze leku.
Do tego typu efektow naleza uszkodzenia narzadow,
w ktorych leki gromadza si¢ w duzych st¢zeniach (ner-
ki, watroba), zaburzenia ze strony uktadu pokarmo-
wego, nadkazenia innymi drobnoustrojami, a takze
oddzialywanie na funkcje komoérek uktadu odpornos-
ciowego (28). Sprawnos¢ uktadu immunologicznego
jest podstawa efektu terapeutycznego stosowanych
lekow, gdyz dzigki funkcjom fagocytarnym i bojezym
mozliwa jest eliminacja drobnoustrojow z organizmu

ryb.

Tetracykliny sa jednymi z pierwszych antybiotykow
wprowadzonych do terapii ryb hodowlanych. Stoso-
wane sa ze wzgledu na szerokie spektrum dziatania
1 duza skutecznos¢, przy jednoczesnym stosunkowo
niskim koszcie leczenia. Lekiem z tej grupy o najwigk-
szym znaczeniu w ichtioterapii jest oksytetracyklina
(OTC), efektywna w stosunku do wigkszosci drobno-
ustrojow patogennych dla ryb — Flexibacter sp, Vibrio
sp., Aeromonas sp., Yersinia sp., Edwardsiella sp.
Tetracykliny uwaza sig za $rodki o dziataniu immuno-
supresyjnym (2, 25). Liczne badania wykazaly, ze oksy-
tetracyklina dziata supresyjnie na mechanizmy obron-
ne ryb (14, 19). Oksytetracyklina uposledza fagocyto-
z¢ 1 wewnatrzkomdrkowe mechanizmy bojcze oraz
cytotoksyczno$¢ limfocytow T u ludzi 1 u wielu ga-
tunkow zwierzat (2, 25).

Badania podj¢to w celu oceny wptywu OTC na nie-
swoiste mechanizmy obronne u ryb (in vivo). Do ba-
dan wybrano gatunki, ktore maja podobne wymaga-
nia temperaturowe, ale zupehnie inne potrzeby biolo-
giczne 1 metabolizm. W warunkach intensywnej ho-
dowli (np. w wodzie pochtodniczej z elektrowni) ryby
tych gatunkéw dobrze toleruja podobne §rodowisko.
Reakcje nieswoiste petnia rolg pierwszej linii obrony
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1 ich skuteczno$¢ nierzadko decyduje o dalszym roz-
woju procesu chorobowego.

Celem badan byto okreslenie wptywu oksytetracyk-
liny na aktywno$¢ metaboliczna 1 fagocytarnga komo-
rek PMN-polimorfonuklearnych i MN-mononuklear-
nych oraz odpowiedz proliferacyjna limfocytow T 1 B
u karpia i suma europejskiego.

Materialy i metody

Badania prowadzono na narybku karpia (Cyprinus
carpio L.) o masie 50-100 g i suma europejskiego (Silurus
glanis L.) o masie 80-100 g. Lacznie uzyto 400 ryb. Ryby
przetrzymywano w basenach plastikowych o pojemnosci
500-1000 1, w wodzie o temperaturze 20-22°C. Karpie po-
chodzity z Rybackiego Zaktadu Doswiadczalnego Instytu-
tu Rybactwa Srodladowego w Zabiencu, sumy z Osrodka
Doswiadczalnego Instytutu Rybactwa Srodladowego w Za-
torze. Kazdorazowo ryby adaptowano do warunkow labo-
ratoryjnych przez okres 14 dni. Karmiono je pasza stan-
dardowsa o zawartosci biatka 35%. Przed pobraniem krwi
inarzadow do badan immunologicznych ryby wprowadza-
no w stan znieczulenia ogdlnego preparatem Propiscin (IRS
Zabieniec). Krew do badan pobierano z zyty ogonowej
lub bezposrednio z serca przy uzyciu zestawu Vacuette
(Greiner Labortechnik). We wszystkich uktadach doswiad-
czen krew oraz nerke glowowa pobierano od 10 sztuk ryb
kazdej grupy do$wiadczalnej przed podaniem oksytetracy-
kliny oraz w okreslonych terminach po jej podaniu: w 2.,
4.,8.,12.,14.121. dniu. Do badan uzyto oksytetracykliny
(Polfa, Kutno), ktéra stosowano w iniekcji dootrzewnowej
jednorazowo, w dawce 10 mg/kg masy ciala.

Aktywno$¢ metaboliczng neutrofili i makrofagdéw okre-
$lano metoda wewnatrzkomoérkowego wybuchu tlenowe-
go (RBA — Respiratory Burst Activity) po stymulacji
komorek PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate Sigma)
wg metody opisanej przez Siwickiego i wsp. (30).

Aktywnos¢ fagocytarng komorek PMN i MN okre$lano
metoda spektrofotometryczna przy uzyciu testu PKA
(Potential Killing Activity) opisanego przez Rook i wsp.
(26), w modyfikacji Siwickiego i Andersona (29).

Poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytéw stymu-
lowanych mitogenami: konkanawaling A (ConA-Sigma)
i lipopolisacharydami (LPS-Sigma) okreslano metoda spek-
trofotometryczna, przy zastosowaniu testu MTT opisane-
go przez Mosmanna (23) w modyfikacji Siwickiego i wsp.
(32).

Do izolacji komérek pobierano krew oraz nerke gtowo-
wa. Tkanke narzadu rozcierano, dodajac medium RPMI
1640 z dodatkiem 10 j.m./cm? heparyny. Komorki wirowa-
no dwukrotnie w celu maksymalnego oczyszczenia. Na-
stepnie komorki rozcienczano do stezenia 1 x 10° komo-
rek/cm’® w RPMI-1640 (Sigma) z dodatkiem hepesu, L-glu-
taminy oraz 10% surowicy ptodowej (FCS-Gibco). Zywot-
no$¢ komorek okreslano metoda rutynowa po wybarwie-
niu w roztworze biekitu trypanu.

Odczyt ekstynkcji prowadzono we wszystkich testach
przy dhugosci fali 620 nm. Wyniki badan poddano analizie
statystycznej, okreslajac Srednia, odchylenie standardowe
1 istotno$¢ réznic p < 0,05 przy uzyciu testu t-Studenta.
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Wyniki i omowienie

Badania wykazaty, ze oksytetracyklina po jednorazo-
wym podanlu dootrzewnowo w dawce 10 mg/kg m.c.,
wyraznie obniza poziom aktywnosci metabohcznej
(RBA) oraz fagocytarnej (PKA) leukocytow. Poziom
ekstynkcji tej reakcji byl najnizszy pomigdzy 12. a 14.
dniem po podaniu ksenobiotyku zaréwno u karpia, jak
i u suma. Kinetyke zmian w aktywnosci metabolicznej
leukocytow okreslanej poziomem wybuchu tlenowego
(RBA) stymulowanego PMA oraz w aktywnosci fago-
cytarnej leukocytéw okreslanej zdolnoscia do wewnatrz-
komorkowego zabijania (PKA) bakterii Aderomonas
hydrophila u karpia (tab. 1). Statystycznie istotny spa-
dek poziomu badanych parametrow migdzy 4. a 12.
dniem po podaniu oksytetracykliny wskazuje na obnize-
nia aktywnos$ci metabolicznej i bojczej leukocytow w po-
rownaniu z kontrola. Supresja utrzymywata si¢ do 14.
dnia, w dniu 21. stwierdzano powrdt parametréw do sta-
nu wyjsciowego.

W tab. 2 przedstawiono kinetyke zmian w poziomach
odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow stymulowanych
mitogenami ConA i1 LPS u karpia. Stwierdzono statys-
tycznie istotny spadek odpowiedzi proliferacyjnej lim-
focytow na mitogeny pomigdzy 4. a 12. dniem po poda-
niu oksytetracykliny (najnizszy poziom w 8. dniu po po-
daniu oksytetracykliny).

Kinetyka zmian RBA i PKA u suma europejskiego
(tab. 3) ksztattowata sig¢ podobnie jak u karpia, z wyraz-
nym obnizeniem pomigdzy 2. a 12. dniem. ObniZone po-
ziomy oznaczanych parametréw utrzymywaty sig¢ do 12.
dnia po podaniu oksytetracykliny.

Odpowiedz proliferacyjna limfocytow stymulowanych
Con A 1 LPS u suma europejskiego (tab. 4) byta najniz-
sza pomigdzy 2. a 12. dniem. Najwigkszy spadek odpo-
wiedzi proliferacyjnej limfocytéw zanotowano w 4. dniu.

Wplyw tetracyklin na funkcje komorek fagocytujacych
moze dotyczy¢ zarowno etapu pochtaniania czastek, jak
réwniez zabijania wewnatrzkomorkowego. W obu przy-
padkach efekty dziatania uzaleznione sa od stezenia leku,
czasu ekspozycji komorek oraz ilosci jondw wapniowych
w $rodowisku. Warunkiem koniecznym fagocytozy jest
wejscie komorki zernej w bezposredni kontakt z drob-
noustrojem, tetracykliny powoduja zmniejszona adhe-
rencjg fagocytéw na skutek zmian morfologicznych ko-
morek (5). Oddzialywanie takie dotyczy szczegdlnie
wyzszych stgzen tetracyklin, ktére moga powodowaé
zmniejszenie elastycznosci btony komoérkowej, utratg
pseudopodiow, a w efekcie ostabia¢ aktywnos¢ fagocy-
tarng (6, 7). OTC uposledza tworzenie aktyny F, biatka
cytoszkieletu, decydujqcego o aktywnosci ruchowej ko-
morki. Chelatowanie jonow wapniowych w efekcie za-
ktoca zalezne od nich mechanizmy odpowiedzialne za
formowanie dimerow i trimeréw aktyny (8). Neutrofile
sa szczegoOlnie wrazliwe na obnizony poziom Ca?*. Zwia-
zanie wewnatrzkomérkowych jonéw wapnia hamuje
dojrzewanie fagosomow, uniemozliwiajac ich fuzjeg z li-
zosomami (22). Wysoka aktywnos$¢ OTC w chelatowa-
niu Ca?* moze by¢ przyczyna oslabiania mechanizmu
wewnatrzkomoérkowego zabijania tlenowego sfagocyto-
wanego materiatu, poniewaz wzrost stezenia jonoOw wap-
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Tab. 1. Wplyw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na aktywno$¢ metabo-
liczng i fagocytarna leukocytéw, okreslona wybuchem tlenowym stymulowanym PMA (RBA)
oraz zdolnos$cia do wewnatrzkomorkowego zabijania (PKA) bakterii 4. hydrophila u kar-

pia (n =10; x = SD)

1433

co $wiadczy o hamujacym
wplywie leku na zdolno$¢
limfocytow T do odpowiedzi
proliferacyjnej na antygen (9).

Rodzaj Dni po podaniu oksytetracykliny L}mdep i wsp. (19)_ w bada-
testu 0 9 4 8 12 14 21 niach in vitro 1 in vivo na na-
rybku pstraga teczowego (On-

RBA | 0342003 | 031004 | 018003 | 0,1520,04 | 025" £0,05| 0312003 | 032002 | . pvnchus mykiss) obser-

PKA | 0,31£0,04 | 0,29+0,03 | 0,17 0,02 | 0,17 0,04 |0,29* +0,05( 0,33+0,04 | 0,34:0,03| wowala efekt supresyjnego

Objasnienie: * p < 0,05.

Tab. 2. Wplyw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na odpowiedz prolifera-
cyjna limfocytéw stymulowanych ConA i LPS u karpia (n = 10; X + SD)

oddzialywania OTC. Autorzy
wykazali, ze podawanie ry-
bom antybiotyku w dawce
75 mg/kg m.c. per os przez

10 dni powoduje ostabienie

Objasnienie: jak w tab. 1.

Tab. 3. Wplyw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na aktywnos$¢ metabo-
liczna i fagocytarna leukocytow, okre§lona wybuchem tlenowym stymulowanym PMA (RBA)
oraz zdolnos$cia do wewnatrzkomorkowego zabijania (PKA) bakterii A. hydrophila u suma

europejskiego (n = 10; X £ SD)

Rodzaj Dni po podaniu oksytetracykliny aktywnosci proliferacyjnej
testu 0 2 4 8 12 14 21 komorek izolowanych z ner-
ConA | 0,41* £ 0,05 | 0,38* = 0,05| 0,19 0,03 | 0,18+ 0,04 | 0,21* x 0,05 0,39* = 0,05 | 0,40* = 0,05 Ki glowowej 0 40% w przy-
LPS | 0,35 +0,05| 0,30 0,04 | 0,16 0,04 | 0,15+ 0,03 | 0,202 0,04 | 0,352 0,04 | 0,35 0,04 | P2dKU limfocytéw B i o po-

nad 60% dla limfocytow T.

Wydaje sig, ze OTC moze
wptywaé na tempo prolifera-
cji limfocytéw w dwojaki
sposob. Po plerwsze jako
chelator jondéw wapnia,
zmniejsza ich ilo$¢ w otocze-

Rodzaj Dni po podaniu oksytetracykliny niu komorek, uniemozliwia-
testu 0 2 4 8 12 14 21 jac tym samym naptyw Ca**
do limfocytow po pobudzeniu

RBA |0,25* +0,05| 0,20 +0,02 | 0,18 +0,02 | 0,19+ 0,03 | 0,21 £0,03 | 0,26 + 0,03 | 0,27 + 0,03 ; y . pop .
komoérek mitogenami, co
PKA | 0,23 +0,04 | 0,18 0,03 | 0,13+0,03 | 0,16+ 0,04 | 0,19+ 0,02 | 0,25+ 0,02 | 0,24 + 0,02 upos’ledza synteze DNA

Objasnienie: jak w tab. 1.

Tab. 4. Wplyw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na odpowiedz prolifera-
cyjna limfocytéw stymulowanych ConA i LPS u suma europejskiego (n = 10; X £+ SD)

1 RNA (9, 22). Druga inter-
akcja polega na hamowaniu
syntezy biatek mitochondrial-
nych, co zaburza biogenezg

i Dni po podaniu oksytetracyklin mitochondrialna, moze za-
Rt::tzal L LU L chodzi¢ juz przy nizszych ste-
. 0 2 4 8 12 14 21 zeniach OTC (18). Tetracykli-
ConA | 0,36+0,04 | 0,30+0,04 | 0,23+0,03 | 0,27+0,04 | 0,32+0,03 | 0,34+004 | 035:003 | ny oddziatywuja na komorki
LPS | 0,27* 0,05| 0,22%0,03 | 0,20 £0,03 | 0,21 0,03 | 0,252 0,03 | 0,28 0,04 | 0,26 0,03 | Dakteryjne poprzez wigzanie

Objasnienie: jak w tab. 1.

niowych jest istotnym elementem wyzwalajacym ten
proces.

U ryb, podobnie jak u ssakow, stymulacja btony ko-
morkowej komorek zernych powoduje aktywacjg kom-
pleksu oksydaza NADPH i wytworzenie reaktywnych
form tlenowych o wtasciwosciach bakteriobojczych, co
okreslane jest terminem wewnatrzkomorkowego wybu-
chu tlenowego. Supresyjne oddzialywanie OTC na pro-
dukcje wolnych rodnikow tlenowych stwierdzane byto
w badaniach in vitro u r6znych gatunkow ryb, przy bar-
dzo r6znych pozmmach stqzema leku (20). Podczas tera-
pii ryb tetracykhny osiagaja wysokie stgzenia, znacznie
przewyzszajace st¢zenia w osoczu, w narzadach boga-
tych w komorki Zerne, Jak np. nerka glowowa (10, 21).

Tetracykhny moga rowniez zaktocac procesy odpor-
nosciowe, w ktore zaangazowane sg limfocyty. Stezenia
OTC rzedu 6 pg/cm® uposledzaja przytaczanie *H-tymi-
dyny do DNA limfocytdéw karpia, stymulowanych PHA,

si¢ z podjednostka 30 S rybo-
soméw 1 hamowanie syntezy
biatka drobnoustrojow. Istnie-
ja doniesienia wykazujace, iz OTC w koncentracjach
> 20 pg/cm® moze blokowac takze syntezg biatek mito-
chondrialnych w komorkach eukariotycznych, a w ste-
zeniach > 50 pg/cm’, syntezg biatek cytoplazmatycznych
(19). Zaburzenie syntezy biatek w mitochondriach po-
woduje obnizenie poziomu enzymow uczestniczacych
w podziatach komoérkowych i prowadzi do ostabienia
lub catkowitego zniesienia zdolno$ci komorek do proli-
feracji, jak réwniez ostabienia potencjalu metaboliczne-
go tkanek. Efektem moze by¢ ostabienie wytwarzania
przeciwcial po podawaniu OTC (9, 11).

Prowadzone w wielu o$rodkach badania nad wptywem
chemioterapeutykow wykazaty ich negatywny wplyw na
komoérkowe 1 humoralne mechanizmy obronne u ryb (3,
8, 14, 31). Ten efekt uboczny stosowania antybiotykow
potwierdzito wielu badaczy (2, 6, 25). Antybiotyki sa to
preparaty, ktére nie eliminuja mikroorganizmow z orga-
nizmu, moga je zabija¢ (aktywnos¢ bojcza) badz hamo-



1434

wac ich wzrost (aktywno$¢ bakteriostatyczna). Wspo-
magajq posrednio naturalne mechanizmy obronne (fa-
gocytoze) oczyszcza] ace organizm z uszkodzonych mi-
kroorganizmow i ich toksyn. Przy braku odpowiednich
elementow reakcji odpornos$ciowej, prawidtowa likwi-
dacja infekcji jest niemozliwa. Badania wlasne przepro-
wadzone na karpiu i sumie europejskim rowniez wyka-
zaly supresyjne dzialanie oksytetracykliny na nieswo-
iste komoérkowe mechanizmy obronne po jednorazowej
dawce 10 mg/kg, utrzymujacy si¢ przez kilka dni efekt
supresji funkCJl metabohcznej, fagocytarnej i prolifera-
cyjnej moze sprzyja¢ wtornym infekcjom oraz obnizaé
potencjat adaptacyjny

Trzeba takze mie¢ na uwadze fakt, ze OTC jest anty-
biotykiem dosy¢ trudno ulegajacym biodegradacji w $ro-
dowisku wodnym, szczego6lnie w akwenach o duzej ilos-
ci osadow (15, 16, 27). W osadach dennych tetracykliny
tworza kompleksy z jonami Ca i Mg, co utrudnia nie
tylko biodegradacje leku, ale sprzyja dlugotrwatemu po-
zostawaniu w §rodowisku 1 zwigkszaniu lekoopornosci
(1, 12, 13, 33). Tetracykliny stwierdza si¢ w osadach
w trakcie podawania tego leku rybom (nawet do 100%),
jak rowniez na poziomie 10-50% do 18 miesigcy po po-
daniu leku (21, 27). Réwnocze$nie stwierdzono, ze te-
tracykliny moga wptywac na sktad gatunkowy i ilo$cio-
wy naturalnej flory jelitowej u ryb (32). W warunkach
eksperymentalnych stwierdzono hamujacy wptyw tetra-
cykliny na przemiany fizykochemiczne w wodzie, co
moze takze sprzyjac zatruciom ryb zwlaszcza zwiazka-
mi azotowymi (17). Pozostatosci antybiotyku stwierdza-
no takze w tkankach ryb dziko Zyjacych i zooplanktonie
w poblizu farm, gdzie leczono ryby (4).

Ryba jest jednym z najistotniejszych elementow eko-
systemu wodnego, nawet jesli sa to warunki hodowli.
Jest bezposrednio narazona na wszystkie elementy ska-
zenia $rodowiska. Szczegdlnie istotne jest to, ze anty-
biotyki moga przez dtugi okres krazy¢ w tancuchu po-
karmowym w stgzeniach znacznie nizszych od farma-
kologicznych i powodowacé niepozadane zjawiska w or-
ganizmach zwierzat oraz ludzi. Uklad immunologiczny
ryb funkcjonuje na podobnych zasadach jak u ssakow,
pomimo odrqbnosm anatomiczno- le_]OlOglCZl’lyCh
Aspekt ten wydaje si¢ mie¢ ogromne znaczenie w bada-
niach porownawczych nad mechanizmé6w obronnych
i pozwala uzna¢ ryby za zwierz¢ta modelowe dla anali-
zy wpltywu r6znych ksenobiotykow na uktad odpornos-
ciowy ludzi i innych zwierzat.

Biorac pod uwagg ztozonos¢ problemoéw w terapii ryb,
wiele osrodkow poszukuje metod alternatywnych. Bar-
dzo efektywna metoda jest immunomodulacja, przy uzy-
ciu immunomodulatorow naturalnych. Jest to skuteczna
alternatywa dla hodowli o duzym ryzyku zanieczyszczen
srodowiskowych, w celu ostony immunohomeostazy, ale
nadal niedoceniana przez lekarzy i hodowcow.
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