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Chemioterapia w akwakulturze sta³a siê narzêdziem
stosowanym w celu ograniczenia strat hodowlanych
i czêsto jest jednym z najskuteczniejszych �rodków
przeciwdzia³ania oraz kontroli chorób bakteryjnych ryb
(24). Antybiotykoterapia jest najczê�ciej stosowanym
zabiegiem chemioterapeutycznym w rybactwie.
Wspó³czesne podej�cie do zagadnienia stosowania
antybiotyków budzi wiele kontrowersji, leki s¹ stoso-
wane w paszy (bez os³on) bezpo�rednio do �rodowis-
ka, w którym mog¹ powodowaæ niekorzystne zjawi-
ska. Pozosta³o�ci leków w jadalnych tkankach ryb to
problem zwi¹zany z odpowiedzialno�ci¹ za zdrowie
konsumenta. Niekorzystny wp³yw na organizm leczo-
nych zwierz¹t, to g³ówny dylemat przy wyborze leku.
Do tego typu efektów nale¿¹ uszkodzenia narz¹dów,
w których leki gromadz¹ siê w du¿ych stê¿eniach (ner-
ki, w¹troba), zaburzenia ze strony uk³adu pokarmo-
wego, nadka¿enia innymi drobnoustrojami, a tak¿e
oddzia³ywanie na funkcje komórek uk³adu odporno�-
ciowego (28). Sprawno�æ uk³adu immunologicznego
jest podstaw¹ efektu terapeutycznego stosowanych
leków, gdy¿ dziêki funkcjom fagocytarnym i bójczym
mo¿liwa jest eliminacja drobnoustrojów z organizmu
ryb.

Tetracykliny s¹ jednymi z pierwszych antybiotyków
wprowadzonych do terapii ryb hodowlanych. Stoso-
wane s¹ ze wzglêdu na szerokie spektrum dzia³ania
i du¿¹ skuteczno�æ, przy jednoczesnym stosunkowo
niskim koszcie leczenia. Lekiem z tej grupy o najwiêk-
szym znaczeniu w ichtioterapii jest oksytetracyklina
(OTC), efektywna w stosunku do wiêkszo�ci drobno-
ustrojów patogennych dla ryb � Flexibacter sp, Vibrio
sp., Aeromonas sp., Yersinia sp., Edwardsiella sp.
Tetracykliny uwa¿a siê za �rodki o dzia³aniu immuno-
supresyjnym (2, 25). Liczne badania wykaza³y, ¿e oksy-
tetracyklina dzia³a supresyjnie na mechanizmy obron-
ne ryb (14, 19). Oksytetracyklina upo�ledza fagocyto-
zê i wewn¹trzkomórkowe mechanizmy bójcze oraz
cytotoksyczno�æ limfocytów T u ludzi i u wielu ga-
tunków zwierz¹t (2, 25).

Badania podjêto w celu oceny wp³ywu OTC na nie-
swoiste mechanizmy obronne u ryb (in vivo). Do ba-
dañ wybrano gatunki, które maj¹ podobne wymaga-
nia temperaturowe, ale zupe³nie inne potrzeby biolo-
giczne i metabolizm. W warunkach intensywnej ho-
dowli (np. w wodzie poch³odniczej z elektrowni) ryby
tych gatunków dobrze toleruj¹ podobne �rodowisko.
Reakcje nieswoiste pe³ni¹ rolê pierwszej linii obrony
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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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i ich skuteczno�æ nierzadko decyduje o dalszym roz-
woju procesu chorobowego.

Celem badañ by³o okre�lenie wp³ywu oksytetracyk-
liny na aktywno�æ metaboliczn¹ i fagocytarn¹ komó-
rek PMN-polimorfonuklearnych i MN-mononuklear-
nych oraz odpowied� proliferacyjn¹ limfocytów T i B
u karpia i suma europejskiego.

Materia³y 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. £¹cznie u¿yto 400 ryb. Ryby
przetrzymywano w basenach plastikowych o pojemno�ci
500-1000 l, w wodzie o temperaturze 20-22°C. Karpie po-
chodzi³y z Rybackiego Zak³adu Do�wiadczalnego Instytu-
tu Rybactwa �ródl¹dowego w ¯abieñcu, sumy z O�rodka
Do�wiadczalnego Instytutu Rybactwa �ródl¹dowego w Za-
torze. Ka¿dorazowo ryby adaptowano do warunków labo-
ratoryjnych przez okres 14 dni. Karmiono je pasz¹ stan-
dardow¹ o zawarto�ci bia³ka 35%. Przed pobraniem krwi
i narz¹dów do badañ immunologicznych ryby wprowadza-
no w stan znieczulenia ogólnego preparatem Propiscin (IR�
¯abieniec). Krew do badañ pobierano z ¿y³y ogonowej
lub bezpo�rednio z serca przy u¿yciu zestawu Vacuette
(Greiner Labortechnik). We wszystkich uk³adach do�wiad-
czeñ krew oraz nerkê g³owow¹ pobierano od 10 sztuk ryb
ka¿dej grupy do�wiadczalnej przed podaniem oksytetracy-
kliny oraz w okre�lonych terminach po jej podaniu: w 2.,
4., 8., 12., 14. i 21. dniu. Do badañ u¿yto oksytetracykliny
(Polfa, Kutno), któr¹ stosowano w iniekcji dootrzewnowej
jednorazowo, w dawce 10 mg/kg masy cia³a.

Aktywno�æ metaboliczn¹ neutrofili i makrofagów okre-
�lano metod¹ wewn¹trzkomórkowego wybuchu tlenowe-
go (RBA � Respiratory Burst Activity) po stymulacji
komórek PMA (Phorbol 12-Myristate 13-Acetate Sigma)
wg metody opisanej przez Siwickiego i wsp. (30).

Aktywno�æ fagocytarn¹ komórek PMN i MN okre�lano
metod¹ spektrofotometryczn¹ przy u¿yciu testu PKA
(Potential Killing Activity) opisanego przez Rook i wsp.
(26), w modyfikacji Siwickiego i Andersona (29).

Poziom odpowiedzi proliferacyjnej limfocytów stymu-
lowanych mitogenami: konkanawalin¹ A (ConA-Sigma)
i lipopolisacharydami (LPS-Sigma) okre�lano metod¹ spek-
trofotometryczn¹, przy zastosowaniu testu MTT opisane-
go przez Mosmanna (23) w modyfikacji Siwickiego i wsp.
(32).

Do izolacji komórek pobierano krew oraz nerkê g³owo-
w¹. Tkankê narz¹du rozcierano, dodaj¹c medium RPMI
1640 z dodatkiem 10 j.m./cm3 heparyny. Komórki wirowa-
no dwukrotnie w celu maksymalnego oczyszczenia. Na-
stêpnie komórki rozcieñczano do stê¿enia 1 × 106 komó-
rek/cm3 w RPMI-1640 (Sigma) z dodatkiem hepesu, L-glu-
taminy oraz 10% surowicy p³odowej (FCS-Gibco). ̄ ywot-
no�æ komórek okre�lano metod¹ rutynow¹ po wybarwie-
niu w roztworze b³êkitu trypanu.

Odczyt ekstynkcji prowadzono we wszystkich testach
przy d³ugo�ci fali 620 nm. Wyniki badañ poddano analizie
statystycznej, okre�laj¹c �redni¹, odchylenie standardowe
i istotno�æ ró¿nic p £ 0,05 przy u¿yciu testu t-Studenta.

Wyniki i omówienie
Badania wykaza³y, ¿e oksytetracyklina po jednorazo-

wym podaniu dootrzewnowo w dawce 10 mg/kg m.c.,
wyra�nie obni¿a poziom aktywno�ci metabolicznej
(RBA) oraz fagocytarnej (PKA) leukocytów. Poziom
ekstynkcji tej reakcji by³ najni¿szy pomiêdzy 12. a 14.
dniem po podaniu ksenobiotyku zarówno u karpia, jak
i u suma. Kinetykê zmian w aktywno�ci metabolicznej
leukocytów okre�lanej poziomem wybuchu tlenowego
(RBA) stymulowanego PMA oraz w aktywno�ci fago-
cytarnej leukocytów okre�lanej zdolno�ci¹ do wewn¹trz-
komórkowego zabijania (PKA) bakterii Aeromonas
hydrophila u karpia (tab. 1). Statystycznie istotny spa-
dek poziomu badanych parametrów miêdzy 4. a 12.
dniem po podaniu oksytetracykliny wskazuje na obni¿e-
nia aktywno�ci metabolicznej i bójczej leukocytów w po-
równaniu z kontrol¹. Supresja utrzymywa³a siê do 14.
dnia, w dniu 21. stwierdzano powrót parametrów do sta-
nu wyj�ciowego.

W tab. 2 przedstawiono kinetykê zmian w poziomach
odpowiedzi proliferacyjnej limfocytów stymulowanych
mitogenami ConA i LPS u karpia. Stwierdzono statys-
tycznie istotny spadek odpowiedzi proliferacyjnej lim-
focytów na mitogeny pomiêdzy 4. a 12. dniem po poda-
niu oksytetracykliny (najni¿szy poziom w 8. dniu po po-
daniu oksytetracykliny).

Kinetyka zmian RBA i PKA u suma europejskiego
(tab. 3) kszta³towa³a siê podobnie jak u karpia, z wyra�-
nym obni¿eniem pomiêdzy 2. a 12. dniem. Obni¿one po-
ziomy oznaczanych parametrów utrzymywa³y siê do 12.
dnia po podaniu oksytetracykliny.

Odpowied� proliferacyjna limfocytów stymulowanych
Con A i LPS u suma europejskiego (tab. 4) by³a najni¿-
sza pomiêdzy 2. a 12. dniem. Najwiêkszy spadek odpo-
wiedzi proliferacyjnej limfocytów zanotowano w 4. dniu.

Wp³yw tetracyklin na funkcje komórek fagocytuj¹cych
mo¿e dotyczyæ zarówno etapu poch³aniania cz¹stek, jak
równie¿ zabijania wewn¹trzkomórkowego. W obu przy-
padkach efekty dzia³ania uzale¿nione s¹ od stê¿enia leku,
czasu ekspozycji komórek oraz ilo�ci jonów wapniowych
w �rodowisku. Warunkiem koniecznym fagocytozy jest
wej�cie komórki ¿ernej w bezpo�redni kontakt z drob-
noustrojem, tetracykliny powoduj¹ zmniejszon¹ adhe-
rencjê fagocytów na skutek zmian morfologicznych ko-
mórek (5). Oddzia³ywanie takie dotyczy szczególnie
wy¿szych stê¿eñ tetracyklin, które mog¹ powodowaæ
zmniejszenie elastyczno�ci b³ony komórkowej, utratê
pseudopodiów, a w efekcie os³abiaæ aktywno�æ fagocy-
tarn¹ (6, 7). OTC upo�ledza tworzenie aktyny F, bia³ka
cytoszkieletu, decyduj¹cego o aktywno�ci ruchowej ko-
mórki. Chelatowanie jonów wapniowych w efekcie za-
k³óca zale¿ne od nich mechanizmy odpowiedzialne za
formowanie dimerów i trimerów aktyny (8). Neutrofile
s¹ szczególnie wra¿liwe na obni¿ony poziom Ca2+. Zwi¹-
zanie wewn¹trzkomórkowych jonów wapnia hamuje
dojrzewanie fagosomów, uniemo¿liwiaj¹c ich fuzjê z li-
zosomami (22). Wysoka aktywno�æ OTC w chelatowa-
niu Ca2+ mo¿e byæ przyczyn¹ os³abiania mechanizmu
wewn¹trzkomórkowego zabijania tlenowego sfagocyto-
wanego materia³u, poniewa¿ wzrost stê¿enia jonów wap-
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niowych jest istotnym elementem wyzwalaj¹cym ten
proces.

U ryb, podobnie jak u ssaków, stymulacja b³ony ko-
mórkowej komórek ¿ernych powoduje aktywacjê kom-
pleksu oksydaza NADPH i wytworzenie reaktywnych
form tlenowych o w³a�ciwo�ciach bakteriobójczych, co
okre�lane jest terminem wewn¹trzkomórkowego wybu-
chu tlenowego. Supresyjne oddzia³ywanie OTC na pro-
dukcjê wolnych rodników tlenowych stwierdzane by³o
w badaniach in vitro u ró¿nych gatunków ryb, przy bar-
dzo ró¿nych poziomach stê¿enia leku (20). Podczas tera-
pii ryb tetracykliny osi¹gaj¹ wysokie stê¿enia, znacznie
przewy¿szaj¹ce stê¿enia w osoczu, w narz¹dach boga-
tych w komórki ¿erne, jak np. nerka g³owowa (10, 21).

Tetracykliny mog¹ równie¿ zak³ócaæ procesy odpor-
no�ciowe, w które zaanga¿owane s¹ limfocyty. Stê¿enia
OTC rzêdu 6 µg/cm3 upo�ledzaj¹ przy³¹czanie 3H-tymi-
dyny do DNA limfocytów karpia, stymulowanych PHA,

co �wiadczy o hamuj¹cym
wp³ywie leku na zdolno�æ
limfocytów T do odpowiedzi
proliferacyjnej na antygen (9).
Lunden i wsp. (19) w bada-
niach in vitro i in vivo na na-
rybku pstr¹ga têczowego (On-
corhynchus mykiss) obser-
wowa³a efekt supresyjnego
oddzia³ywania OTC. Autorzy
wykazali, ¿e podawanie ry-
bom antybiotyku w dawce
75 mg/kg m.c. per os przez
10 dni powoduje os³abienie
aktywno�ci proliferacyjnej
komórek izolowanych z ner-
ki g³owowej o 40% w przy-
padku limfocytów B i o po-
nad 60% dla limfocytów T.

Wydaje siê, ¿e OTC mo¿e
wp³ywaæ na tempo prolifera-
cji limfocytów w dwojaki
sposób. Po pierwsze, jako
chelator jonów wapnia,
zmniejsza ich ilo�æ w otocze-
niu komórek, uniemo¿liwia-
j¹c tym samym nap³yw Ca2+

do limfocytów po pobudzeniu
komórek mitogenami, co
upo�ledza syntezê DNA
i RNA (9, 22). Druga inter-
akcja polega na hamowaniu
syntezy bia³ek mitochondrial-
nych, co zaburza biogenezê
mitochondrialn¹, mo¿e za-
chodziæ ju¿ przy ni¿szych stê-
¿eniach OTC (18). Tetracykli-
ny oddzia³ywuj¹ na komórki
bakteryjne poprzez wi¹zanie
siê z podjednostk¹ 30 S rybo-
somów i hamowanie syntezy
bia³ka drobnoustrojów. Istnie-

j¹ doniesienia wykazuj¹ce, i¿ OTC w koncentracjach
> 20 µg/cm3 mo¿e blokowaæ tak¿e syntezê bia³ek mito-
chondrialnych w komórkach eukariotycznych, a w stê-
¿eniach > 50 µg/cm3, syntezê bia³ek cytoplazmatycznych
(19). Zaburzenie syntezy bia³ek w mitochondriach po-
woduje obni¿enie poziomu enzymów uczestnicz¹cych
w podzia³ach komórkowych i prowadzi do os³abienia
lub ca³kowitego zniesienia zdolno�ci komórek do proli-
feracji, jak równie¿ os³abienia potencja³u metaboliczne-
go tkanek. Efektem mo¿e byæ os³abienie wytwarzania
przeciwcia³ po podawaniu OTC (9, 11).

Prowadzone w wielu o�rodkach badania nad wp³ywem
chemioterapeutyków wykaza³y ich negatywny wp³yw na
komórkowe i humoralne mechanizmy obronne u ryb (3,
8, 14, 31). Ten efekt uboczny stosowania antybiotyków
potwierdzi³o wielu badaczy (2, 6, 25). Antybiotyki s¹ to
preparaty, które nie eliminuj¹ mikroorganizmów z orga-
nizmu, mog¹ je zabijaæ (aktywno�æ bójcza) b¹d� hamo-

jazdoR
utset

ynilkycartetyskouinadopopinD

0 2 4 8 21 41 12

ABR 30,0±43,0 40,0±13,0 30,0±81,0 40,0±51,0 50,0±*52,0 30,0±13,0 20,0±23,0

AKP 40,0±13,0 30,0±92,0 20,0±71,0 40,0±71,0 50,0±*92,0 40,0±33,0 30,0±43,0

Tab. 1. Wp³yw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na aktywno�æ metabo-
liczn¹ i fagocytarn¹ leukocytów, okre�lon¹ wybuchem tlenowym stymulowanym PMA (RBA)
oraz zdolno�ci¹ do wewn¹trzkomórkowego zabijania (PKA) bakterii A. hydrophila u kar-
pia (n = 10; �x ± SD)

Obja�nienie: * p £ 0,05.

Obja�nienie: jak w tab. 1.

Tab. 2. Wp³yw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na odpowied� prolifera-
cyjn¹ limfocytów stymulowanych ConA i LPS u karpia (n = 10; �x ± SD)

jazdoR
utset

ynilkycartetyskouinadopopinD

0 2 4 8 21 41 12

AnoC 50,0±*14,0 50,0±*83,0 30,0±91,0 40,0±81,0 50,0±*12,0 50,0±*93,0 50,0±*04,0

SPL 50,0±*53,0 40,0±03,0 40,0±61,0 30,0±51,0 40,0±02,0 40,0±63,0 40,0±53,0

Tab. 3. Wp³yw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na aktywno�æ metabo-
liczn¹ i fagocytarn¹ leukocytów, okre�lon¹ wybuchem tlenowym stymulowanym PMA (RBA)
oraz zdolno�ci¹ do wewn¹trzkomórkowego zabijania (PKA) bakterii A. hydrophila u suma
europejskiego (n = 10; �x ± SD)

jazdoR
utset

ynilkycartetyskouinadopopinD

0 2 4 8 21 41 12

ABR 50,0±*52,0 20,0±02,0 20,0±81,0 30,0±91,0 30,0±12,0 30,0±62,0 30,0±72,0

AKP 40,0±32,0 30,0±81,0 30,0±31,0 40,0±61,0 20,0±91,0 20,0±52,0 20,0±42,0

Obja�nienie: jak w tab. 1.

Tab. 4. Wp³yw oksytetracykliny podanej w iniekcji dootrzewnowo na odpowied� prolifera-
cyjn¹ limfocytów stymulowanych ConA i LPS u suma europejskiego (n = 10; �x ± SD)

jazdoR
utset

ynilkycartetyskouinadopopinD

0 2 4 8 21 41 12

AnoC 40,0±63,0 40,0±03,0 30,0±32,0 40,0±72,0 30,0±23,0 40,0±43,0 30,0±53,0

SPL 50,0±*72,0 30,0±22,0 30,0±02,0 30,0±12,0 30,0±52,0 40,0±82,0 30,0±62,0

Obja�nienie: jak w tab. 1.
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waæ ich wzrost (aktywno�æ bakteriostatyczna). Wspo-
magaj¹ po�rednio naturalne mechanizmy obronne (fa-
gocytozê) oczyszczaj¹ce organizm z uszkodzonych mi-
kroorganizmów i ich toksyn. Przy braku odpowiednich
elementów reakcji odporno�ciowej, prawid³owa likwi-
dacja infekcji jest niemo¿liwa. Badania w³asne przepro-
wadzone na karpiu i sumie europejskim równie¿ wyka-
za³y supresyjne dzia³anie oksytetracykliny na nieswo-
iste komórkowe mechanizmy obronne po jednorazowej
dawce 10 mg/kg, utrzymuj¹cy siê przez kilka dni efekt
supresji funkcji metabolicznej, fagocytarnej i prolifera-
cyjnej mo¿e sprzyjaæ wtórnym infekcjom oraz obni¿aæ
potencja³ adaptacyjny.

Trzeba tak¿e mieæ na uwadze fakt, ¿e OTC jest anty-
biotykiem dosyæ trudno ulegaj¹cym biodegradacji w �ro-
dowisku wodnym, szczególnie w akwenach o du¿ej ilo�-
ci osadów (15, 16, 27). W osadach dennych tetracykliny
tworz¹ kompleksy z jonami Ca i Mg, co utrudnia nie
tylko biodegradacjê leku, ale sprzyja d³ugotrwa³emu po-
zostawaniu w �rodowisku i zwiêkszaniu lekooporno�ci
(1, 12, 13, 33). Tetracykliny stwierdza siê w osadach
w trakcie podawania tego leku rybom (nawet do 100%),
jak równie¿ na poziomie 10-50% do 18 miesiêcy po po-
daniu leku (21, 27). Równocze�nie stwierdzono, ¿e te-
tracykliny mog¹ wp³ywaæ na sk³ad gatunkowy i ilo�cio-
wy naturalnej flory jelitowej u ryb (32). W warunkach
eksperymentalnych stwierdzono hamuj¹cy wp³yw tetra-
cykliny na przemiany fizykochemiczne w wodzie, co
mo¿e tak¿e sprzyjaæ zatruciom ryb zw³aszcza zwi¹zka-
mi azotowymi (17). Pozosta³o�ci antybiotyku stwierdza-
no tak¿e w tkankach ryb dziko ¿yj¹cych i zooplanktonie
w pobli¿u farm, gdzie leczono ryby (4).

Ryba jest jednym z najistotniejszych elementów eko-
systemu wodnego, nawet je�li s¹ to warunki hodowli.
Jest bezpo�rednio nara¿ona na wszystkie elementy ska-
¿enia �rodowiska. Szczególnie istotne jest to, ¿e anty-
biotyki mog¹ przez d³ugi okres kr¹¿yæ w ³añcuchu po-
karmowym w stê¿eniach znacznie ni¿szych od farma-
kologicznych i powodowaæ niepo¿¹dane zjawiska w or-
ganizmach zwierz¹t oraz ludzi. Uk³ad immunologiczny
ryb funkcjonuje na podobnych zasadach jak u ssaków,
pomimo odrêbno�ci anatomiczno-fizjologicznych.
Aspekt ten wydaje siê mieæ ogromne znaczenie w bada-
niach porównawczych nad mechanizmów obronnych
i pozwala uznaæ ryby za zwierzêta modelowe dla anali-
zy wp³ywu ró¿nych ksenobiotyków na uk³ad odporno�-
ciowy ludzi i innych zwierz¹t.

Bior¹c pod uwagê z³o¿ono�æ problemów w terapii ryb,
wiele o�rodków poszukuje metod alternatywnych. Bar-
dzo efektywn¹ metod¹ jest immunomodulacja, przy u¿y-
ciu immunomodulatorów naturalnych. Jest to skuteczna
alternatywa dla hodowli o du¿ym ryzyku zanieczyszczeñ
�rodowiskowych, w celu os³ony immunohomeostazy, ale
nadal niedoceniana przez lekarzy i hodowców.
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