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Wptyw p(1,3)-D-glukanu i lipopolisacharydu
na odpornos¢ karpi przeciwko Aeromonas hydrophila
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Effect of p(1,3)-D-glucan and LPS on the protective immunity of carp against Aeromonas hydrophila

Summary

The effects of p-glucan, lipopolisaccharide (LPS) and cells of pathogenic Aeromonas hydrophila were
studied on survival in carp, Cyprinus carpio, that were infected by the pathogen A. hydrophila. Beta-glucan
from barley, LPS from Serratia marcescens and the virulent for carp A. hydrophila were used in this study.
Immunostimulants were injected intramuscularly in the dorsolateral region of fish. Fish were divided into
groups as follows: fish from group I (B-glucan, 50 mg kg! i.m.), fish from group II (LPS, 50 mg kg! i.m.), fish
from group III (LPS, 50 mg kg' i.m. and B-glucan, 50 mg kg i.m.), fish from group IV (killed cells of
A. hydrophila, 0.1 ml), fish from group V — control (0.1 ml PBS i.m.). Control and test fish were challenged
by intraperitoneal injections of A. hydrophila on days 7, 14 and 21. The cases od mortality were recorded for
7 days and the relative percent of survival (RPS) was calculated. The RPS in group I was 83%, 66% and 44%;
in group II it was 42%, 55% and 63%; in group III it was 50%, 55% and 97%; in group IV it was 33%, 40% and
56% in the challenge test on the 7", 14™ and 21% days, respectively. It may be concluded that intramuscular
injections of p-glucan and LPS mixture in carp could enhance resistance to an infection by A. hydrophila.
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Cecha charakterystyczna uktadu immunologiczne-
go ryb jest jego wrazliwo$¢ na stres 1 zmiany czynni-
kéw fizykochemicznych w §rodowisku wodnym. Na
zalezno$¢ migdzy stresem a wzmozona podatno$cia
na infekcje bakteryjne, wirusowe 1 grzybicze zwraca
uwage wielu autorow (10, 31, 36). W ostatnich latach
ukazaty si¢ prace zalecajace stosowanie preparatoéw
chemicznych o witasciwosciach immunomodulacyj-
nych w czasie dzialania na ryby réznych czynnikow
stresowych, jak rowniez w profilaktyce 1 terapii zaka-
zen bakteryjnych i wirusowych oraz zatru¢ (9, 23, 30,
32-34, 40).

Modulowanie odpowiedzia immunologiczna u ryb
uzyskuje si¢ przez wprowadzenie do organizmu czyn-
nikow egzogennych, pochodzenia syntetycznego (le-
wamizol, izoprynozyna) lub naturalnego (TFX-Polfa,
dimer lizozymu, polisacharydy, B-hydroxy-p-metylo-
maslan, Echinacea spp.) (1, 13, 21, 27-30, 32-34).
Celem takleJ 1mmunostymulaCJl Jest nlespecyﬁczne
pobudzenie mechanizméw obronnych.

Od dawna w profilaktyce 1 terapii ryb oraz innych
kregowcow sa stosowane glukany, izolowane ze $cian
komoérkowych grzybow i bakterii. Do najbardziej zna-
nych glukandéw grzybiczego pochodzenia naleza: len-
tinan (izolowany z Lentinula endodes), schizopylan
(Schizophyllum commune), grifolan (Grifola fron-

dosa), zymozan (Saccharomyces cerevisiae), krestin
(Trametes versicolor), pestolotan (Pestolotia sp. 815),
epiglukan (Epicoccum nigrum), betafektin (Saccharo-
myces cerevisiae), skleroglukan (Sclerotinia sclerotio-
rum), natomiast kurdlan izolowano z bakterii Alcali-
genes faecalis (7, 40). Sa one zbudowane z podjed-
nostek glukozy potaczonych wiazaniami -1,3 1 3-1,6
glikozydowymi. Podane rybom dootrzewnowo, w ka-
pieli lub z karma per os powoduja wzrost odpornosci
na do$wiadczalne zakazenia bakteryjne i wirusowe.
Wielu autorow zwraca uwage na podwyzszenie nie-
ktorych parametréw odpornosci nieswoistej, tj. liczby
leukocytow, neutrofili, monocytow, NBT-dodatnich
komorek, aktywnosci fagocytarnej leukocytéw po eks-
perymentalnym podaniu rybom glukanu (13, 25, 30).
Mechanizm dziatania B-1,3/1,6-D-glukanu prawdopo-
dobnie polega na taczeniu si¢ ze swoistym dla niego
jednym z receptorow na powierzchni komorek. Do tych
receptorow naleza: Dectin-1 (transmembranowy recep-
tor typu 1), receptor dopetiacza CR3, receptory typu
~zmiataczy” (scavenger receptors), receptor LacCer
1 prawdopodobnle receptory typu TLR (4, 5, 12). Pod-
wyzszong odporno$¢, po zastosowaniu f3- glukanu po-
dawanego dootrzewnowo i w karmie, wykazano prze-
ciwko 4. hydrophila u karpi (C. carplo) (13, 24, 25),

Edwardsiella tarda v grubowarga (Labeo rohita) (18),
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E. ictaluri u suma kanatowego (Ictalurus punctatus)
(6, 37), Photobacterium damselae subsp. piscicida
u dorady (Sparus auratus) (8), Streptococcus iniae u ti-
lapii nilowej (Oreochromis niloticus) (38), Yersinia
ruckeri u pstraga tgczowego (Oncorhynchus mykiss)
(29), Vibrio sp. u okonia morskiego (Dicentrarchus
labrax) (3).

Innym znanym immunostymulatorem stosowanym
w profilaktyce u ryb jest lipopolisacharyd (LPS), glow-
ny sktadnik §ciany komoérkowej bakterii G-ujemnych.
Dziatanie LPS, dobrze poznane u ludzi, zachodzi za
posrednictwem mediatoréw uwalnianych przez rézne-
go typu komorki (monocyty, makrofagi, granulocyty,
limfocyty B), na ktérych wystepuje receptor dla endo-
toksyny. Utworzony kompleks LPS-CD14-MD2-TLR
wywoluje dimeryzacj¢ TLR4 i dochodzi do aktywacji
kinaz fosforylujacych inhibitor czynnika transkrypcyj-
nego NFxB. Uwolniony NFkB przemieszcza si¢ do
jadra i indukuje transkrypcje wielu gendéw. Dochodzi
do wytworzenia i sekrecji cytokin zapalnych IL-1, IL-6,
IL-12 1 TNFa. Stymulacja LPS powoduje podwyzsze-
nie aktywnosci fagocytarnej i pinocytarnej, wyzsza
wewnatrzkomorkowa produkcje anionorodnika ponad-
tlenkowego oraz wzrost aktywnosci kwasnej fosfata-
zy (2, 16).

Sposrod drog podawania immunostymulatoréw u ryb
najczesciej wykorzystuje si¢ podawanie w iniekcji
dootrzewnowej, w kapieli lub z karma. Zgodnie z wie-
dza posiadang przez autorow, nie testowano dotych-
czas domig$niowej drogi podawania f3-glukanu w sko-
jarzeniu z LPS.

Celem badan bylo poréwnanie wptywu B(1,3)-D-
-glukanu, LPS z Serratia marcescens 1 zabitych bak-
terii A. hydrophila podawanych domig$niowo na prze-
zywalnos$¢ karpi po eksperymentalnym dootrzewno-
wym zakazeniu patogennymi bakteriami Aeromonas
hydrophila.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 450 sztukach karpi o masie
ciata 70-80 g, nie wykazujacych objawdéw chorobowych.
Ryby pochodzily z gospodarstwa rybackiego, w ktorym
w ostatnich latach nie wystgpowata choroba MAI/MAS
(motile acromonad infection/motile Aeromonas septicemia).

Do immunizacji ryb uzyto: p(1,3)-D-glukanu (G6513,
Sigma) i LPS z Serratia marcescens (L6136, Sigma), a takze
zabitych bakterii 4. hydrophila.

Ryby podzielono na cztery grupy doswiadczalne i piata
kontrolna. Kazda grupa obejmowata po 30 ryb. Rybom gru-
py I podano domigéniowo glukan w dawce 50 mg/kg m.c.,
grupy II — domig$niowo LPS w dawce 50 mg/kg m.c., gru-
py III - LPS (50 mg/kg m.c.) z glukanem (50 mg/kg m.c.),
grupie IV podano domigsniowo zabite (przez trzykrotne
zamrazanie do —20°C i rozmrazanie oraz dodatek 0,3% for-
maliny) patogenne bakterie A. hydrophila w dawce 0,1 ml
zawierajacej 10® bakterii w 1 ml zawiesiny. Rybom grupy
V —kontrolnej — podano domig$niowo 0,1 ml jatowego PBS.

Stan odporno$ci ryb poddanych stymulacji badano przy
zastosowaniu testu challenge. Ryby zakazano dootrzewnowo
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patogennymi bakteriami A. hydrophila w dawce 10® ml™.
Zabieg ten wykonywano po 7, 14121 dniach od stymulacji
(kazdorazowo uzyto po 10 ryb w trzech powtorzeniach).
Smiertelno$¢ ryb badano codziennie przez 7 dni.

Efekt immunizacji karpi okreslono na podstawie wzgled-
nego procentu przezywalnosci (WPP), wg wzoru: WPP =
(1 — % $miertelno$ci w grupie immunizowanej/% $mier-
telno$ci w grupie nieimmunizowanej) % 100.

Wyniki i omowienie

Wyniki przezywalnosci karpi w tescie challenge
przedstawiono na ryc. 1. Obserwowano wyzszy pro-
cent przezywalnosci we wszystkich grupach doswiad-
czalnych w poroéwnaniu z grupa kontrolna, w ktore;j
przezywalno$¢ po 7 dniach wynosita 14%, po 14 dniach
17% 1 po 21 dniach 14%. Zastosowanie B-glukanu
w dawce 50 mg/kg m.c. spowodowato 75% przezy-
walno$¢ po 7 dniach, 71% po 14 dniach i 51% po 21
dniach od immunizacji. Zastosowanie LPS z S. mar-
cescens w dawce 50 mg/kg m.c. spowodowato 50%
przezywalno$¢ po 7 dniach, 62% po 14 dniach i 68%
po 21 dniach od immunizacji. Zastosowanie 3-gluka-
nu (50 mg/kg m.c.) i LPS (50 mg/kg m.c.) w dawce
potaczonej spowodowalo 57% przezywalnos¢ po
7 dniach, 83% po 14 dniach i 100% po 21 dniach od
immunizacji. Skojarzone podanie B-glukanu i LPS
mialo wigkszy wplyw na przezywalno$¢ karpi po 14
121 dniach od immunizacji niz zastosowanie oddziel-
nie tych dwoch immunostymulatoréw. Zastosowanie
zabitych, patogennych dla karpi bakterii 4. hydrophi-
la spowodowato 42% przezywalnos¢ po 7 dniach, 50%
po 14 dniach162% po 21 dniach od immunizacji (ryc. 1).

Efekt immunizacji okreslony na podstawie wzgled-
nego procentu przezywalnosci wyniost, odpowiednio:
u ryb grupy I — po 7 dniach 83%, 14 dniach 66%, 21
dniach 44%; u ryb grupy II — po 7 dniach 42%, 14
dniach 55%, po 21 dniach 63%; u ryb grupy III — po
7 dniach 50%, 14 dniach 55%, 21 dniach 97%; u ryb

Przezywalnos¢ (%)

GL

Kontrola

Ryc. 1. Przezywalno$¢ karpi immunizowanych p-glukanem
(GL), lipopolisacharydem (LPS), B-glukanem z LPS oraz za-
bitymi bakteriami A. hydrophila (KB), po eksperymentalnym
zakazeniu ryb bakteriami A. hydrophila
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Wzgledny procent przezywalnosci

Ryc. 2. Wzgledny procent przezywalnoS$ci karpi immunizo-
wanych p-glukanem (GL), lipopolisacharydem (LPS), B-glu-
kanem z LPS oraz zabitymi bakteriami A. hydrophila (KB),
po eksperymentalnym zakazeniu ryb bakteriami A. hydrophila

grupy IV —po 7 dniach 33%, 14 dniach 40%, 21 dniach
56% (ryc. 2).

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sa zgodne z wy-
nikami do§wiadczen innych autoréw, ktorzy potwier-
dzaja immunostymulacyjne dziatanie B-glukanu i LPS
(11, 14, 16, 24, 30). Dootrzewnowe podanie B-(1,3)-
-D-glukanu znacznie zmniejsza $miertelnos¢ Ictalu-
rus punctatus po doswiadczalnym zakazeniu bakteria-
mi Edwardsiella ictaluri (6), a dootrzewnowe poda-
nie glukanu otrzymanego ze §cian komorkowych Sac-
charomyces cerevisiae powoduje podwyzszenie odpor-
nos$ci przeciwzakaznej tososi (Salmo salar) (23). Go-
palakannan 1 Arul (13) obserwowali wysoka przezy-
walnos$¢ karpi w tescie challenge z uzyciem bakterii
A. hydrophila, ktorym podawano per os (przez 451 90
dni) chitozan. Wielu autorow podkresla fakt pobudza-
nia przez glukan i LPS niektorych parametréw odpor-
no$ci nieswoistej oraz szeregu mechanizmoéw meta-
bolicznych monocyt(')w/makrofag(')w (9, 16, 22,24, 30),
ktérym przypisuje si¢ gtdéwna funkcje obronnq ryb
w stosunku do mikroorganizméw §rodowiska wodne-
go (2).

Niedawno odkryty mechanizm dziatania 3-1,3/1,6-
-D-glukanu prawdopodobnie polega na taczeniu sig ze
swoistym dla niego receptorem na powierzchni komo-
rek. Autorzy zwracaja uwage na mozliwos¢ taczenia
sig z receptorem Dectin-1 (transmembranowym recep-
torem typu II), receptorem dopetniacza CR3, recepto-
rami typu ,,zmiataczy” (scavenger receptors), recepto-
rem LacCer i prawdopodobnie receptorem TLR-2 (4,
5, 12). Dectin-1 ulega ekspresji na makrofagach, neu-
trofilach, komorkach dendrytycznych i niektorych sub-
populacjach limfocytow T (35, 39). Receptor CR3
wystepuje na limfocytach, komoérkach NK i neutrofi-
lach. Heterogenna grupa receptorow typu ,,zmiataczy”
wystepuje w komorkach mieloidalnych 1 $§rodbtonka
naczyn. Receptory LacCer, ktére sa obojgtnymi gli-
kosfingolipidami wystepuja w komorkach srédbtonka
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naczyn krwiono$nych, komoérkach migsni gladkich,
makrofagach, neutrofilach, ptytkach krwi i neutrocy-
tach (7). Receptory TLR wystepujace m.in. na makro-
fagach komoérkach dendrytycznych i limfocytach row-
niez maja zdolno$¢ wiazania f-glukanow. Wykazano,
ze TLR 2 1 prawdopodobnie TLR 4 wiaza zymozan,
czego konsekwencja jest zwigkszenie poziomu czyn-
nika transkrypcyjnego NF-xB i produkcja cytokin:
IL-12 1 TNFa (15,17, 19). W wyniku dziatania -glu-
kanow dochodzi do uruchomienia nieswoistej odpo-
wiedzi immunologicznej poprzez aktywacje eozyno-
fili i neutrofili, a takze aktywacje uktadu dopetniacza.
B-glukan pobudza wytwarzanie IL-2, IL-10, IL-12
1 TNFa, co prowadzi do aktywacji odpowiednich sub-
populacji limfocytow B i T. Udowodniono réwniez,
ze niektore czynniki aktywowanego uktadu dopetnia-
cza aktywuja limfocyty T (7). Wszystko to sprawia,
ze uktad odpornosciowy orgamzmu jest lepiej przy-
gotowany do obrony przed roznego rodzaju czynnika-
mi patogennymi.

Baba i wsp. (2) uzyskiwali po immunizacji karpi
LPS wysoki efekt ochronny w stosunku do 4. hydro-
phila. Rowniez Kozinska i Guz (16) obserwowali
wzrost przezywalnosci karpi po dootrzewnowej im-
munizacji LPS otrzymanym z patogennych dla karpi
szczepOw A. bestiarum. Selvaraj i wsp. (24) podajac
B-glukan i LPS dootrzewnowo, w dawkach nizszych
niz uzyto w niniejszych badaniach, uzyskali 100%
wzgledny procent przezywalnosci karpi w tescie chal-
lenge z uzyciem A. hydrophila. Podanie B-glukanu
w kombinacji z LPS per os zwigkszyto wzgledny pro-
cent przezywalnosci jedynie w grupie ryb, ktora otrzy-
mata 1% B-glukanu i 0,25% LPS. Nie obserwowano
natomiast wzrostu przezywalnosci po zastosowaniu
immunostymulatorow w kapieli (24).

Narastajaca odpornos¢ na antybiotyki wymusza po-
szukiwanie coraz nowszych metod leczenia. Jedna
z nich jest aktywacja odpornosci wrodzonej. Poczy-
niono udane proby podawania komercyjnie przygoto-
wanych preparatow na bazie B-glukanéw do karmy
konsumpcyjnych ryb hodowlanych i ozdobnych (4, 20,
23, 26, 30). Zastosowanie immunostymulacji, prowa-
dzqc do aktywacji uktadu odpornosciowego, redukuje
réwniez stres 1 dziata przeciwzapalnie. Dziatanie wie-
lu sktadnikéw podanych rdéwnocze$nie wywotuje ko-
rzystniejsze dla organizmu reakcje zaleznosci 1 syner-
gii. U ryb pozwoli w znacznym stopniu zmniejszy¢
ilos¢ stosowanych w profilaktyce i terapii antybioty-
koéw, ktore niekorzystnie wptywaja na srodowisko
1 moga powodowac pojawienie si¢ szczepow opornych
na powszechnie stosowane w lecznictwie antybiotyki.
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