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Effect of LPS from Aeromonas hydrophila on non-specific inmune parameters and survival of carp
(Cyprinus carpio L.) infected with Aeromonas hydrophila

Summary

Bacterial infections are a serious problem for commercial farms of carp (Cyprinus carpio L.) in Poland.
Given the absence of efficient vaccines, it is crucial to search for new agents enhancing the non-specific immune
response of the fish.

In the present study, immunomodulating effects of lipopolysaccharide extracted from the virulent (LPS-P)
and non-virulent (LPS-NP) strains of Aeromonas hydrophila were studied. For that purpose, different
concentrations of LPS-P and LPS-NP (25, 50, and 75 pg/100 g body weight) were administered to test animals
through intraperitoneal injection. The non-specific immune response of the fish were studied at days 7, 14,
21, 28, and 60 after vaccination. Immunostimulated fish showed an increase in total leukocyte count, in the
population of monocytes and neutrophils, and in immature cell count in the whole blood. Phagocytic activity
and the production of reactive oxygen species were also elevated after vaccination. Moreover, vaccinated fish
showed a significant increase in serum lysozyme.

The results of the present study show that LPS-NP has a greater immunostimulatory effect than LPS-P at
doses of 50 and 75 ng/100 g body weight.

In addition, 7 days after vaccination with LPS-NP (50 ng/100 g body weight), fish were challenged with
the virulent strain of A. hydrophila. The relative percentage of survival in groups 1 and 2 was 58.82% and
76. 47%, respectively, which indicates that the administration of LPS-NP makes C. carpio more resistant to

infection by A. hydrophila.
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Choroby bakteryjne ryb znacznie czesciej wystepuja
w warunkach hodowlanych niz naturalnych. W zbior-
nikach naturalnych rzekach i jeziorach utrzymuje si¢
zwykle rownowaga biologiczna pomigdzy potencjal-
nymi czynnikami chorobotworczymi a organizmem
ryby, natomiast w stawach hodowlanych zbyt duze
zageszczenie ryb usposabia do rozprzestrzeniania
si¢ tych czynnikow, a zabiegi manipulacyjne, takie
jak odtowy 1 transport, okresowo obnizajg odpornosc
organizmu. W warunkach intensywnej hodowli po-
wszechnie wystepujace w wodzie bakterie moga sta¢
si¢ przyczyna duzej $miertelnosci ryb. Wiadomo, ze
najskuteczniejszym zableglem w walce z chorobami
ryb jest stosowanie szczepien. U pstragdw immuno-
profilaktyka swoista odgrywa istotng rolg przy takich
chorobach bakteryjnych, jak: wrzodzienica, jersinioza,
bakteryjna choroba nerek 1 wibriozy, natomiast u karpi

brak dotychczas skutecznych szczepionek, a badania
sa ciagle na etapie eksperymentéw (8, 10, 13, 14, 16,
28). Z tego powodu od wielu lat trwaja badania nad
stosowaniem preparatow pobudzajacych nieswoiste
mechanizmy uktadu odpornosciowego, ktére mogtyby
by¢ wykorzystywane w okresie niekorzystnie dziataja-
cych czynnikéw stresowych czy srodowiskowych (6, 9,
22,29). Do grupy immunostymulatorow testowanych
u ryb dotaczyty w ostatnich latach lipopolisacharydy
pozyskiwane z r6znych bakterii patogennych dla ryb
(3,9, 11, 16, 24-27, 30). Pod wzgle;dem budowy che-
micznej lipopolisacharydy, sktadniki $cian bakterii
Gram-ujemnych, pochodzace z r6znych gatunkow
bakterii chorobotworczych dla ryb, charakteryzuja
si¢ wspolnym planem budowy, ktérego zasadniczymi
elementami s3: hydrofilny heteropolisacharyd oraz po-
laczony z nim sktadnik lipidowy nazywany lipidem A
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oraz obecnoscig substruktur aktywnych biologicznie
o wilasciwosciach antygenowych ktorych obecnosé
powoduje znaczne roznice we wlasciwosciach immu-
nostymulujgcych nie tylko migdzy gatunkami bakterii,
ale 1 pomiedzy szczepami (7, 21, 26).

Do bakterii, ktore najczesciej powoduja choroby
u karpi, nalezg drobnoustroje z rodzaju Aeromonas,
komorki Gram-ujemne, posiadajace zdolno$¢ ruchu.
Poza wspdlnymi cechami posiadajg liczne, r6zniace je
cechy biochemiczne i fizjologiczne, r6znig si¢ takze
pod wzgledem patogennosci dla ryb. Izolaty patogenne
cechuje przede wszystkim zdolno$¢ adhezji do powtok
skérnych ryb oraz duza aktywnos$¢ hemolityczna, pro-
teolityczna i lipolityczna (12, 15).

Majac na uwadze obecno$¢ w wodzie patogennych
1 niepatogennych szczepdw Aeromonas hydrophila
oraz ich zasadniczg role¢ jako czynnika chorobotwor-
czego dla karpi, celem pracy byto poznanie i poréwna-
nie wptywu LPS uzyskanego ze szczepu patogennego
1 niepatogennego na odporno$¢ nieswoista karpi oraz
okreslenie najbardziej optymalnej dawki pobudzajacej
mechanizmy tej odpornosci, a takze ocena wrazliwo-
$ci karpi na eksperymentalne zakazenie bakteriami
A. hydrophila po uprzedniej stymulacji wybranym
lipopolisacharydem.

Materiat i metody

Badanie wykonano u 230 sztuk karpi o masie ciata (m.c.)
200-300 g, ktére na podstawie badan klinicznych i anato-
mopatologicznych uznano za zdrowe. Ryby adaptowano do
warunkow akwariowych przez okres 2 tygodni, podnoszac
temperatur¢ wody od 12°C az do osiagnigcia temperatury
20°C, w ktorej przeprowadzono doswiadczenie. Podczas
okresu adaptacyjnego i do§wiadczalnego ryby przetrzy-
mywano w akwariach o pojemnosci 100 1 (w zageszczeniu
1 kg ryb/100 1 wody), wyposazonych w termoregulacje
z cigglym przeptywem wody i stalym napowietrzaniem.
Ryby karmiono codziennie pasza granulowang.

Do immunostymulacjiryb zastosowano LPS pozyskany ze
szczepdw bakteryjnych A. hydrophila patogennych (LPS-P)
i niepatogennych (LPS-NP), wedtug metody Boivina (4).
Bakterie pochodzily ze zbioru szczepoéw bakteryjnych Za-
ktadu Chorob Ryb PIWet-PIB w Putawach, ktére na pod-
stawie ich patogennosci dla karpi (12) zakwalifikowano
jako patogenne, szczep F6/95 i niepatogenne, szczep F1/95.
Opierajac si¢ na dotychczasowych doswiadczeniach u ryb
lososiowatych i nielicznych u karpia (26, 28, 31), wybrano
do badan nastgpujace dawki lipopolisacharydow: 25 pg,
50 pg, 75 ng/100 g m.c.

Immunizacj¢ przeprowadzono jednorazowo, podajac
LPS w iniekcji dootrzewnowej w roztworze ptynu fizjolo-
gicznego w ilosci 100 pl/rybe. Rybom kontrolnym podano
dootrzewnowo 100 pl ptynu fizjologicznego.

Badania wykonano w dwoch etapach. W pierwszym
okreslono rodzaj i dawke LPS, ktora najlepiej stymuluje
odpowiedz immunologiczng ryb, w drugim okres$lono wraz-
liwos¢ karpi na zakazenie bakteriami 4. hydrophila w te-
scie challenge po uprzedniej stymulacji dawka najbardziej
efektywna i rodzajem LPS.
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Poziom odpowiedzi immunologicznej ryb po podaniu
LPS oceniano na podstawie: liczby leukocytow (WBC),
neutrofili (PMN) i monocytow (MN) w 1 ul krwi obwo-
dowej, aktywno$ci metabolicznej fagocytow krwi obwo-
dowej, aktywnosci pinocytarnej i fagocytarnej neutrofili
1 makrofagoéw izolowanych z nerki przedniej. W surowicy
krwi oznaczano poziom lizozymu. Kazdorazowo po 7, 14,
21, 28 1 60 dniach po podaniu LPS pobierano krew i nerki
przednie od 10 ryb doswiadczalnych, u ryb kontrolnych
jednorazowo w 7. dniu doswiadczenia.

Liczbg leukocytow (WBC) okreslano przy uzyciu hemo-
cytometru, neutrofili (PMN) i monocytow (MN) na podsta-
wie rozmazow krwi barwionych metoda May-Grunwalda
Giemsy. Aktywno$¢ metaboliczng neutrofili i monocytow
krwi obwodowej wykonano metoda cytochemiczng —
spontanicznej redukcji bigkitu nitrotetrazoliowego NBT
(33) adaptowang dla ryb (30). W tescie tym wykorzystano
wlasciwosci redukeyjno-utleniajace jednego z toksycznych
metabolitow tlenowych, anionu nadtlenkowego, ktory jest
uwalniany podczas wzmozonego metabolizmu komorek
fagocytujacych zwanego wybuchem tlenowym. Zasada
metody polega na ekstrakcji formazanu NBT powstatego
po redukcji bfekitu nitrotetrazoliowego NBT pod wptywem
NN-dwumetyloformamidu. Wynik reakcji barwnej odczyty-
wano na spekolu (dtugos$¢ fali 540 nm) i podano w postaci
pomiaru gestosci optyczne;.

Aktywno$¢ pinocytarng i fagocytarng oceniano w ko-
morkach zernych izolowanych z nerek przednich na Gradi-
solu (Aqua-Med, £.6dz, Polska) o gestosci 1,115 g/ml (23,
31). Do okreslenia liczby wyizolowanych komoérek i ich
zywotnosci zastosowano roztwor 0,6% biekitu trypanu.
Do dalszych badan stosowano takie izolaty komoérkowe,
w ktorych odsetek martwych komorek nie przekraczat
5%. Izolowane komorki zawieszano w ptynie odzywczym
RPMI 1640 (Biomed, Lublin, Polska) w stezeniu 1 x 10°
z dodatkiem 10% surowicy cielecej i 100 U/ml penicyliny
1 streptomycyny.

Do testu pinocytarnego uzyto mieszaniny zawierajacej
w rownych proporcjach zawiesing komorek w stezeniu
1 x 10° w 1 ml oraz 0,05% roztwor czerwieni obojetnej
(20). Kazdorazowo wykonywano dla 1 proby 5 rozmazow,
w kazdym z nich obliczano odsetek komorek barwigcych
si¢ pozytywnie (aktywnych pinocytarnie)

Aktywnosc fagocytarnq neutrofili i makrofagéw nerek
oceniano przy uzyciu wzorcowego szczepu bakteryjnego
Staphylococcus aureus 209P (1). Obliczano liczbg komorek
fagocytujacych (b) oraz liczbg bakterii sfagocytowanych
przez te komorki (a) w celu okreslenia indeksu fagocytar-
nego (IF) wedlug wzoru: IF =1

Poziom lizozymu w surowicy krwi okre$lano metoda
spektrofotometryczng adaptowang dla ryb (32).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy
uzyciu testu T-studenta, okreslajac istotno$¢ réznic na po-
ziomie p <0,05. Pordbwnano wyniki grup doswiadczalnych
z grupg kontrolng oraz wyniki uzyskane po stymulacji
LPS-P i LPS-NP.

W drugim etapie badan ryby w liczbie 60 sztuk podzie-
lono na 3 grupy. Ryby grupy 1 i 2 stymulowano LPS-NP
w dawce 50 pg/100 g masy ciata, ktora okazala si¢ w pierw-
szym etapie badan najbardziej efektywna. Do zakazenia ryb
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grupy 1, 21 3, poprzez iniekcj¢ dootrzew-
nowa, uzyto bakterii silnie patogennych
dla karpi w ste¢zeniu 4 x 108 CFU w 1 ml.
Ryby grupy 1 zakazano zawiesing komo-
rek patogennego szczepu bakterii w ilosci
0,1 ml po 7 dniach od stymulacji LPS-NP,
ryby grupy 2 zakazano tg sama zawiesing
komorek patogennego szczepu bakterii
po 21 dniach od stymulacji LPS-NP, ryby
grupy 3 —zakazano zawiesing komorek pa-
togennego szczepu bakterii bez uprzedniej
stymulacji. Obserwacje ryb przeprowadza-
no przez okres 14 dni po zakazeniu. Wraz-
liwo$¢ ryb na zakazenie w poszczegdlnych
grupach wyrazano odsetkiem ryb chorych
i odsetkiem $nietych. Efekt immunizacji
karpi okreslono na podstawie wzgledne-
go procentu przezywalnosci (WPP), wg

wzoru: WPP = (1 a ) x 100, gdzie

b
a —% $miertelno$ci w grupie ryb immu-
nizowanej, b —% $miertelnosci w grupie
kontrolne;.

Wszystkie manipulacje z rybami pod-
czas pierwszego i drugiego etapu badan
byly wykonywane przy zastosowaniu ane-
stetyku MS-222 w dawce 50 mg/l wody.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan hematologicznych
wskazujg na wystapienie leukocytozy
1 wzrost komoérek fagocytujacych po
stymulacji lipopolisacharydami pocho-
dzacymi z patogennego i niepatogenne-
go szczepu A. hydrophila (ryc. 11 2).
Najwyzsza liczbe leukocytow w 1 pl
krwi stwierdzono u ryb w 21. dniu ba-
dania po podaniu dawki 50 pg/ml LPS-
-NP (127,38 x 10%). Statystycznie istot-
ne roznice migdzy grupami doswiad-
czalnymi a grupa kontrolng utrzymywa-
ty si¢ do 60. dnia po stymulacji (ryc. 1).

Liczba komorek fagocytujacych
w 1 pl krwi obwodowej (PMN 1 MN)
osiggnela najwyzsze wartosci w 14.
dniu badania, szczegdlnie wysokie po
podaniu 50175 pg LPS-NP (ryc. 2). Po
60 dniach obserwacji nie stwierdzono
statystycznie istotnych roznic w daw-
kach 25 pg obu lipopolisacharydow
175 ug LPS-P. W obrazie krwiw 7. dniu
obserwacji stwierdzono zwigkszong

Objasnienia do rycin 1-6: * — istotnos$¢ rdéznic

w poréwnaniu z grupa kontrolng p < 0,05; # —
istotno$¢ roznic w poréwnaniach LPS-P 1 LPS-NP
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75 ug
LPS-P
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LPS-NP

25 ug
LPS-P
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Ryec. 1. Liczba leukocyt 6w (WBC x 10° ul!) w krwi obwodowej karpi po sty-

mulacji LPS-P i LPS-NP (SD + n = 10)
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Ryec. 2. Liczba neutrofili i monocytéw (PMN i MN x 10° ul!) w krwi obwodowej

karpi po stymulacji LPS-P i LPS-NP (SD £ n = 10)
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(w kazdej dawce, w tym samym dniu badania, Ryec.3. Aktywno$¢é metaboliczna neutrofili i monocytow krwi obwodowej karpi

p <0,05)

(wybuch tlenowy) po stymulacji LPS-P i LPS-NP (SD £+ n = 10)
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liczbe form mtodocianych neutrofiloéw

80 # B 7.dzien

" B 14 daien szczegolnie mielocytow.

] R 51 21, dien Wzmozony metabolizm komérek

B 25, dzier: fagocytujacych z krwi obwodowej

L B N P R T B 60. dzieih stwierdzono u karpi po podaniu 50 pg

[ DT I RN iR | — 1 75 pg obu rodzajow lipopolisacha-

. rydow w 7., 14. 1 21. dniu obserwacji
AT | - R (ryc. 3). Porownujac wartosci uzyska-
< ne po zastosowaniu LPS-P i LPS-NP
Sl EEN RER IEE EEE 1 BOE B BN statystycznie istotne wyzsze warto$ci

w tych terminach badania wystapity po
stymulacji LPS-NP niz LPS-P w dawce
el FFEH B PE P 'E | i | i | U . 50 pg. Po 60 dniach badania warto$ci
te byly na ogo6t zblizone do grupy kon-
trolnej (ryc. 3).

25 ug 25 ug 50 ug 50 pg 75 ug 75ug kontrola Lo . _
LPS-P LPS.NP LPS-P LPS-NP LPS-P LPS-NP Aktywnos¢ pinocytarng i fagocytar

ng komorek zernych nerek przednich
Ryec. 4. Odsetek neutrofili i makrofagow nerek karpi wykazujacych aktywnos¢ karpi przedstawiono na ryc. 4 i 5.

pinocytarnga (KP%) po stymulacji LPS-P i LPS-NP (SD £+ n = 10) W 14. dniu badania stwierdzono wzrost
aktywnos$ci pinocytarnej komodrek
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20l M7 7 # | [ 60. dzie rek pinocytarnych wystapit po 21 1 28

dniach w dawce 50 ug LPS-NP. W 28.
1 60. dniu badania wyniki byty na og6t
zblizone do grupy kontrolnej (ryc. 4).
Aktywno$¢ fagocytarna mierzona war-
toscig indeksu fagocytarnego (IF) w 7.,
21.128. dniu badania byla statystycznie
istotnie wyzsza niz w grupie kontrol-
nej po podaniu wszystkich badanych
dawek LPS-NP, w 14. dniu badania
25ug 25p9 50pg  S0pg  75ug  75ug  kontrola warto$¢ ta byla statystycznie istotnie
LPS-P LPS-NP LPSP LPS-NP LPS-P LPS-NP wyzsza niz w grupie kontrolnej po

Ryec. 5. Aktywnos¢ fagocytarna neutrofili i makrofagéw nerek karpi (indeks E%dsamu WSZYStkICh da;w,e k ! rodtzaJQ;V
fagocytarny IF) po stymulacji LPS-P i LPS-NP (SD + n = 20) (najwyzszq wartoscl wystapuy
w dawce 50 pg i1 75 pg LPS-NP). Po

60 dniach badania stwierdzano na og6t
B 7. dzien wartosci zblizone do grupy kontrolne;j
W 14. dzien (ryc. 5).
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u karpi wykazat LPS izolowany z niepatogennego
szczepu bakteryjnego (LPS-NP) niz patogennego
(LPS-P) szczegblnie w dawce 50 pug/100 g m.c.

Wyniki testu challenge wskazuja na wyrazne r6z-
nice miedzy grupami. Odsetek ryb chorych w grupie
1 1 2 wynosit, odpowiednio, 60% 1 30%, za$ u ryb
niestymulowanych 100% (grupa 3). U chorych ryb
pojawity si¢ na powierzchni ciata zmiany w postaci
ubytkow skory i migsni, ptytsze w 1 1 2 grupie ryb,
glebsze 1 odstaniajace uktad kostny w 3 grupie ryb.
Po 10 dniach obserwacji u ryb grupy 1 i 2 rozpoczat
si¢ proces gojenia si¢ wrzodow. Po 14 dniach ogétem
usneto w 1 grupie 35% ryb (7 ryb), w 2 grupie 20%
(4 ryby), zas w 3 grupie 85% (17 ryb). Efekt stymu-
lacji okreslony na podstawie wzglednego procentu
przezywalno$ci wyniost, odpowiednio: u ryb grupy 1
— 58,82%; u ryb grupy 2 — 76,47%.

Obserwowany wzrost liczby leukocytow, neutrofili
1 monocytow po stymulacji LPS-NP byt na ogét zgod-
ny z obserwowanymi wynikami innych autoréow (3,
16, 26). Roznice w liczbie i czasie utrzymywania si¢
podwyzszonych warto$ci wynikaja zwykle z réznych
warunkow, w ktérych przeprowadzano do§wiadczenie.
Wartosci tych parametrow w duzym stopniu zalezg od
temperatury wody, w ktorej przebywaja ryby podczas
badania (2, 19), parametry te sg zwykle nizsze w tem-
peraturach nizszych niz 20°C. W badaniach wiasnych
zastosowano temperatur¢ wody 20°C, optymalng dla
karpia, stad uzyskano wyzsze warto$ci badanych pa-
rametrow. Badania dotyczace aktywnos$ci makrofagéw
w zwalczaniu patogenow byty prowadzone przez wielu
autoroéw, wszystkie potwierdzaja ich zdolnosci bojcze
1 glowna rol¢ w mechanizmach obronnych ryb oraz
uzaleznienie ich aktywnos$ci rowniez od temperatury
(5, 16, 19, 20, 25, 27). Do oceny poziomu wybuchu
tlenowego w komodrkach fagocytarnych dos¢ po-
wszechne zastosowanie znalazt test NBT, ktory jest
czutym wskaznikiem dziatania supresyjnego lub sty-
mulujacego badanych preparatéw. Wyniki testu NBT
uzyskane po stymulacji ryb beta-glukanem, lewami-
zolem, laminaryng i LPS sg zblizone do uzyskanych
w badaniach wlasnych i potwierdzaja obserwowana
w badaniach wlasnych podwyzszong aktywnos¢
metaboliczng komorek fagocytarnych (9, 16, 27, 29,
30). Uzyskane wyniki badan wilasnych wskazuja na
wyzsze wlasciwosci stymulujagce LPS pozyskanego
z niepatogennego szczepu A. hydrophila.

Wyniki badan nad aktywnoS$cig pinocytarng nie
zawsze s3 zgodne z wynikami innych autorow: jedni
stwierdzali obnizenie aktywnosci pinocytarnej makro-
fagéw pod wplywem LPS (17), za$ inni obserwowali
wzrost tej aktywnosci (6), natomiast wyniki badan
indeksu fagocytarnego sa na ogét zgodne z wynikami
innych autoréw, ktérzy obserwowali wzrost tej war-
tosci po stymulacji ryb LPS (3, 9, 16, 27). Opisywany
wzrost aktywnos$ci pinocytarnej 1 fagocytarnej neu-
trofili 1 makrofagow zwigzany jest przypuszczalnie
z aktywacjg komorek w sposob bezposredni przez LPS

Med. Weter. 2015, 71 (3), 176-181

lub w sposob posredni przez wytwarzanie cytokin. Na
stymulujace wlasciwosci lipopolisacharydu wskazuja
réwniez wyniki badan poziomu lizozymu we krwi,
ktory istotnie wzrasta po stymulacji LPS-NP w daw-
ce 50 pug/100 g m.c. 1 utrzymuje si¢ do 21. dnia po
stymulacji. Nieliczne prace donoszg o wzroscie tego
parametru po zastosowaniu beta-glukanu, lewamizolu
i LPSuryb (9, 16, 29).

Lipopolisacharydy uzyskane z bakterii 4. hydro-
phila okazaty si¢ przydatnymi stymulatorami ko-
moérkowych mechanizméw odpowiedzi nieswoistej
u karpi; w wigkszym stopniu LPS-NP niz LPS-P;
zwigkszaly ich wlasciwosci fagocytarne, stymulowaty
wytwarzanie przez neutrofile reaktywnych zwigzkoéw
tlenowych, przez co wzmagaty ich site bakteriobdjcza.
Wyniki te znalazty potwierdzenie w drugim etapie
badan, w ktorym stwierdzono mniejszg wrazliwos¢
ryb stymulowanych LPS-NP na zakazenie bakteriami
A. hydrophila niz niestymulowanych. Wyniki innych
prac rowniez potwierdzaja wyzsza odpornos¢ na za-
kazenia ryb stymulowanych LPS (9, 16), Baba i wsp.
(3) uzyskiwali po immunizacji karpi LPS wysoki
efekt ochronny w stosunku do A. hydrophila. Wzrost
przezywalnosci karpi po dootrzewnoweJ immunizacji
LPS otrzymanym ze szczepow A. bestiarium obser-
wowali réwniez Kozinska i Guz (16), a ze szczepow
A. hydrophila Guz i Sopinska (9). Selvaraj i wsp. (27)
uzyskali 100% wzgledny procent przezywalnos$ci karpi
w tescie challenge z uzyciem A. hydrophila, podajac
B-glukan i LPS. Wyniki badan wtasnych, jak i innych
autoréw wskazuja, ze na Wymk immunostymulacji
lipopolisacharydami moze mie¢ wplyw rodzaj LPS,
ktéry decyduje o jego immunogennosci, a takze okres
uplywajacy od stymulacji.
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