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Influence of the oral administration of oxytetracycline
on selected parameters of cellular immunity in turkeys

Summary

The aim of this study was to determine the influence of oxytetracycline given per os at a dose of 0.5 g/L in
drinking water for 5 days on selected parameters of the cell-mediated immunity of 5-week-old turkeys. The
research was carried out on forty turkeys divided into two groups (20 birds per group). The percentage of
CD3+CD4+ and CD3+CD8+ T lymphocytes as well as [gM+ B lymphocytes were determined by flow cytometry
in the blood and spleens of turkeys in the control and in the experimental group after 5 days of oxytetracycline

administration and 6 days later.

The results of this study show that oxytetracycline given per os (0.5 g/L) as outlined above, has no effect on
the percentage of the CD3+CD4+ T lymphocyte subpopulation in the blood of turkeys. On the other hand, we
were able to determine that it caused a statistically significant decrease in the percentage of CD3+CD8+ T and
IgM+ B lymphocyte subpopulations in blood. The results show that six days after the administration of the
antibiotic, there was a statistically significant decrease in the percentage of the CD3+CD8+ T lymphocyte
subpopulation among the mononuclear cells of the spleen. A significant decrease in the CD3+CD4+ T lympho-
cyte subpopulation percentage and an increase in the [gM+ B lymphocyte subpopulation percentage in the
spleen were recorded both after 5 days of oxytetracycline administration and 6 days later in the experimental

groups of turkeys.

It can be claimed that oxytetracycline given to turkeys at a dose of 0.5 g/L for five days in drinking water
causes the immunosuppression of the cell-mediated mechanisms of their immune system, which can lead to
infections by opportunistic pathogens, as well as weakened post-vaccination immunity.
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Oksytetracyklina jest antybiotykiem, ktory znajdu-
je szerokie zastosowanie w produkcji drobiarskiej,
odznacza si¢ ona bowiem szerokim spektrum dziala-
nia w odniesieniu do drobnoustrojow izolowanych od
ptakow, jak: gronkowce (9), paciorkowce 1 pateczki
E. coli (10), Avibacterium (dawniej Haemophilus)
paragallinarum (21), Salmonella spp. (13), Klebsiella
1 Pasteurella (4), mikoplazmy (26, 28), riketsje 1 chla-
mydie (5), Clostridium spp. (14), Ornithobacterium
rhinotracheale (1,27) 1 Bordetella avium (16). W mo-
mencie wprowadzenia zakazu stosowania antybio-
tykowych stymulatoréw wzrostu, oksytetracyklina
podawana z pasza lub woda u ptakoéw czgsto petni role

takiego stymulatora (2, 14). Niekorzystnym zjawiskiem
jest stosunkowo szybkie i tatwe narastanie opornosci
u bakterii na tetracykliny (6, 12, 13, 24) oraz oddzia-
tywanie immunosupresyjne u leczonych tym antybio-
tykiem ptakow (20, 25). Al-Ankari 1 Hameida (2) wy-
kazali bowiem, ze oksytetracyklina stosowana w dawce
0,05 g/kg paszy przez 50 dni powodowata obnizenie
liczby leukocytow, zmniejszenie torby Fabrycjusza
1 grasicy oraz redukowata aktywnos$¢ fagocytarna
makrofagdéw. Dzialanie immunosupresyjne tego anty-
biotyku wykazano takze u ludzi (8, 19, 23), co nawet
znajduje zastosowanie w terapii niektorych stanéw pa-
tologicznych (18, 23). Na tej podstawie tetracykliny
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sa zaliczane do antybiotykow silnie ostabiajacych od-
powiedz obronna ustroju (19, 25).

Jak wynika z przegladu pisSmiennictwa, wigkszos¢
badan nad wptywem antybiotykoéw na uktad odpor-
nosciowy prowadzono metodami in vitro 1 dotyczyly
one ich dziatania na granulocyty obojg¢tnochtonne i ma-
krofagi (aktywnos$¢ fagocytarna, procesy wewnatrz-
komorkowego zabijania, chemotaksja) (8, 11, 19, 25).
Panigrahy i wsp. (20) wykazali, ze tetracykliny stoso-
wane u indykoéw w dawkach leczniczych hamuja trans-
formacje blastyczna limfocytéw stymulowanych mito-
genami.

Celem badan byto okreslenie wptywu oksytetracy-
kliny stosowanej per os na wybrane parametry od-
pornosci komorkowej u indykow.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w dwoch grupach 5-tygodnio-
wych indykow typu BIG 7 obu plci, po 20 ptakow w kaz-
dej. Ptaki nie wykazywaty klinicznych objawéw chorobo-
wych. Odchowywano je od pierwszego dnia zycia zgodnie
z obowiazujaca technologia w izolowanych wiwariach
Katedry Chordob Ptakow i karmiono ad libidum petopor-
cjowymi mieszankami paszowymi. Indyki z grupy I stano-
wity kontrolg, a z grupy Il przez 5 dni otrzymywaty z woda
do picia oksytetracykling w dawce 0,5 g czystej substancji
na 1 litr wody. Bezposrednio po 5 dobach podawania i na-
stepnie po 6 dobach od zakonczenia podawania oksytetra-
cykliny pobierano krew od 7 ptakéw z obu grup w ilosci
2 ml z zyly odlokciowej do jalowych probowek z anty-
koagulantem EDTA K 1,6 mg/ml (Sarstedt, Niemcy) i do-
ktadnie mieszano za pomocg rolkowego mieszadta hema-
tologicznego w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Izolacja komoérek mononuklearnych z krwi obwodo-
wej. Po 1,5 ml krwi uprzednio pobranej od kazdego indyka
rozcienczano w stosunku 1 : 1 jatowym PBS z dodatkiem
1% FCS (Sigma-Aldrich, Niemcy). Tak przygotowana krew
nawarstwiano na 3 ml gradientu Histopaque-1077 (Sigma-
-Aldrich, Niemcy) i wirowano przy 400 g w temperaturze
pokojowej przez 30 minut z wylaczong funkcja hamowa-
nia. Po odwirowaniu delikatnie zbierano powstaty kozu-
szek komoérek mononuklearnych do jatlowych probowek,
ptukano 2-krotnie buforem PBS z dodatkiem 1% FCS,
a nastepnie zawieszano w 1 ml PBS i przeznaczano do ko-
lejnych etapow badan.

Izolacja komo6rek mononuklearnych ze §ledziony. Po-
brane jatowo od badanych indykow (po uprzedniej eutana-
zji) wycinki $ledziony o masie po okoto 0,4 g poddawano
indywidualnej homogenizacji przy pomocy automatyczne-
go homogenizatora do tkanek (TissueLyser II, Qiagen,
Niemcy) w obecnosci 1 ml medium RPMI-1640 (Sigma-
Aldrich, Niemcy) z dodatkiem 5% FCS. Po uzyskaniu
jednorodnej zawiesiny catos$¢ przesaczano przez sterylny,
nylonowy filtr komérkowy o $rednicy oczek 70 pm (BD
Falcon, USA). Odsaczone resztki tkanek odrzucano, nato-
miast wyizolowane komorki zawieszano w takiej objetosci
medium RPMI-1640 z dodatkiem 5% FCS, aby liczba
komorek w zawiesinie wynosita 2 x 107/ml. Nastgpnie
nawarstwiano 3 ml takiej zawiesiny na 3 ml jalowego
gradientu Histopaque-1077 o temperaturze 25°C, uzywa-
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jac 15 ml probéwek wirowniczych ze stozkowym dnem (BD
Falcon, USA). Probki wirowano przy 400 g w temperatu-
rze pokojowej przez 30 minut z wylaczong funkcja hamo-
wania. Po odwirowaniu zbierano delikatnie powstaly ko-
zuszek komorek mononuklearnych do jatowych probowek,
ptukano 2-krotnie buforem PBS z dodatkiem 5% FCS,
a nastgpnie zawieszano w 1 ml PBS, liczono za pomoca
automatycznego licznika komorek Vi-Cell (Beckman Cou-
ter, USA) i przeznaczano do kolejnych badan. Wszystkie
etapy izolacji wykonywano w warunkach aseptycznych
w temperaturze pokojowe;j.

Oznaczanie odsetka subpopulacji limfocytéw T
CD3*CD4" i CD3"CD8" we krwi obwodowej i w §le-
dzionie. Z uzyskanej zawiesiny wyizolowanych komorek
mononuklearnych krwi obwodowej i $ledziony pobierano
1 x 10¢ i przenoszono indywidualnie do probowek cytome-
trycznych (BD, USA). Do kazdej z nich dodawano zaleca-
na przez producenta (AbD Serotec, Anglia) objgtos¢ prze-
ciwciat monoklonalnych skierowanych na epitopy domen
powierzchniowych receptorow CD4 (Mouse Anti Chicken
CDA4-FITC, klon 2-35) i CD8 (Mouse Anti Chicken CD8A-
-PE, klon 11-39) limfocytéw T. Prébki inkubowano przez
30 minut na lodzie bez dostepu $wiatta. Nastepnie komorki
ptukano 2-krotnie w PBS, wirowano przy 250 g przez
7 minut, a powstale pellety traktowano 100 pl medium
utrwalajacego (Reagent A, Leucoperm, AbD Serotec, Anglia)
i inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowe;.
Po inkubacji do kazdej probowki dodawano po 3 ml buforu
PBS i wirowano przez 5 minut przy 300 g. Supernatant
zlewano, a komorki zawieszano w 100 pl medium do per-
meabilizacji (Reagent B, Leucoperm, AbD Serotec, Anglia)
i dodawano po 10 pl przeciwcial monoklonalnych skierowa-
nych na wewatrzplazmatyczny fragment tancucha ¢ (o sek-
wencji PPVPNPDYEP) receptora CD3 (Rat Anti Human
CD3-APC, klon CD3-12). Prébki doktadnie mieszano na
vortexie i inkubowano przez 30 minut w temperaturze po-
kojowej bez dostepu $wiatta. Po inkubacji dodawano do
kazdej probowki po 3 ml buforu PBS i wirowano przez
5 minut przy 300 g. Supernatant zlewano, a pellety komorek
zawieszano w 400 pl PBS i badano za pomoca cytometru
przeptywowego FACSCanto II (BD,USA).

Oznaczanie odsetka subpopulacji limfocytow B IgM*
we krwi obwodowej i w §ledzionie. Wyizolowane komorki
mononuklearne w liczbie 1 x 10° z krwi obwodowe;j i Sle-
dziony badanych indykow przenoszono indywidualnie do
probowek cytometrycznych (BD, USA). Do kazdej z pro-
boéwek dodawano zalecana przez producenta (AbD Sero-
tec, Anglia) objetos¢ przeciwciat poliklonalnych (Goat Anti
Chicken IgM-FITC) celem wyznakowania limfocytow B
IgM*. Probki inkubowano przez 30 minut na lodzie bez
dostgpu $wiatta. Nastgpnie komorki ptukano 2-krotnie
w PBS, wirowano przy 250 g przez 7 minut, a powstate
pellety zawieszano w 400 pl PBS i badano za pomoca cy-
tometru przeptywowego FACSCanto 11 (BD, USA).

Analiza statystyczna wynikow. Wyniki doswiadczen
opracowano statystycznie w programie Statistica PL, sto-
sujac moduly statystyki opisowe oraz test nieparametycz-
ny dla prob niezaleznych U Manna-Whitneya. Za statystycz-
nie istotne uznano réznice na poziomie istotnosci p < 0,1,
a za wysoce istotne przy p < 0,05.



434

Tab. 1. Procentowy udzial limfocytéw T i B w krwi indykow po podaniu oksytetracykliny (n =
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7%, 8, V%)

Badane Po 5 dniach podawania oksy Po 6 dniach od zakoiiczenia podawania oksy Analiza statystyczna
limfocyty miedzy grupami
v Grupa kontrolna* | Grupa do$wiadczalna Grupa kontrolna | Grupa do$wiadczalna do$wiadczalnymi
19,34 7,26 37,56 ‘ 16,05 5,28 32,88 13,97 4,59 32,84 ‘ 15,44 3,09 19,98
T CD3*CD4* U=31;p=0,9581
U=22;p=0,3184 U=23;p=0,3720
2,54 0,94 37,06 ‘ 2,26 1,19 52,56 1,69 0,41 2411 ‘ 1,38 0,47 34,18
T CD3*CD8* U=15p <0,1*
U=22;p=0,3184 U=16;p=0,1000*
639 057 887 | 637 227 364 | 55 156 2813 | 468 105 2234
B IgM+ U=15p < 0,1*
U=27;p=0,6365 U=19;p=10,1893

Objasnienia: U, p — wyniki testowania; * — roznica statystycznie istotna przy p < 0,1

Tab. 2. Procentowy udzial limfocytow T i B w §ledzionie indykow po podaniu oksytetracykliny (n =7; X, s, V%)

Badane Po 5 dniach podawania oksy Po 6 dniach od zakoiiczenia podawania oksy Analiza statystyczna
limfocyty miedzy grupami
v Grupa kontrolna | Grupa do$wiadczalna Grupa kontrolna | Grupa do$wiadczalna do$wiadczalnymi
42,14 6,56 15,57 ‘ 41,29 8,57 20,75 28,83 3,54 12,29 ‘ 31,19 4,61 14,78
T CD3*CD4* U=10;p < 0,05**
U =232;p=1,0000 U =20;p=0,3720
30,87 7,98 25,84 ‘ 27,36 5,96 21,79 35,67 3,59 10,07 ‘ 24,94 7,28 29,20
T CD3*CD8* U =25; p = 0,4948
U =22;p=0,3184 U=8;p<0,05**
20,95 3,75 17,91 ‘ 19,60 5,55 28,29 29,39 5,77 19,63 ‘ 32,75 3,04 9,28
B IgM* U=0;p < 0,05**
U = 26; p = 0,5796 U=18;p=0,1562

Objasnienia: U, p — wyniki testowania; ** rdznica statystycznie wysoko istotna przy p < 0,05

Wyniki i omowienie

Procentowy udziat subpopulacji limfocytow T
CD3*CD4" i CD3"CDS8" oraz B IgM* we krwi indy-
koéw, ktore przez 5 dni otrzymywaly per os oksytetra-
cykling w dawce 0,5 g czystej substancjina 1 litr wody
przedstawiono w tab. 1. Z danych tej tabeli wynika, ze
oksytetracyklina stosowana w wymienionej dawce nie
miata istotnego wplywu na odsetek subpopulacji lim-
focytéw T CD3*CD4" zar6wno po 5 dniach jej stoso-
wania, jak 1 po 6 dniach od zaprzestania stosowania.
Natomiast wykazano, ze po 6 dniach od zakonczenia
podawania oksytetracykliny we krwi indykow nastg-
puje istotny spadek odsetka subpopulacji limfocytow
T CD3*CD8". W tym czasie w grupach doswiadczal-
nych zaobserwowano takze spadek odsetka subpopu-
lacji limfocytow B IgM*.

Procentowy udzial badanych subpopulaji limfocy-
tow T 1 B w §ledzionie indykow, ktorym przez 5 dni
aplikowano z woda do picia oksytetracykling w daw-
ce 0,5 g na 1 litr wody przedstawiono w tab. 2. Jak
wynika z danych tej tabeli, w poréwnaniu z grupa kon-
trolna wykazano istotny spadek odsetka subpopulacji
limfocytéw TCD3*CD8" po 6 dniach od zakonczenia
podawania oksytetracykliny.

Spadek odsetka subpopulacji limfocytow T CD3*CD8*
1 to zarowno w krwi, jak 1 w §ledzionie §wiadczy
o uposledzeniu zjawisk odporno$ciowych, gdyz gtow-
na funkcja tych limfocytéw cytotoksycznych jest za-

bijanie komorek zakazonych wirusami 1 innymi mi-
kroorganizmami oraz nowotworowych. Jest to mozli-
we dzigki rozpoznawaniu przez limfocyty T CD8*
obcych antygendéw w potaczeniu z MHC klasy I. Te
cytotoksyczne limfocyty czasami rozpoznaj ac zakazo-
ng wirusem komorkq nie zabijaja jej, a jedynie hamu-
jareplikacjg¢ wirusow poprzez wydzielanie specyﬁcz-
nych cytokin, jak np. IFN-y. Ten z kolei wywiera swoj
efekt przeciwwirusowy bezposrednio albo posrednio
przez pobudzenie makrofagéw do syntezy TNF, NO
1 innych czynnikéw (22). Natomiast poroéwnujac od-
setek subpopulacji limfocytow T CD3*CD4" i B IgM*
w $ledzionie migdzy grupami do§wiadczalnymi wy-
kazano istotny spadek badanej subpopulacji limfo-
cytow T 1 wzrost odsetka limfocytow B w 6 dni po
zaprzestaniu podawania oksytetracykliny. Spadek od-
setka tej subpopulacji limfocytow T, czyli pomocni-
czych, w sledzionie wskazuje na uposledzenie inicjo-
wania i regulacji odpowiedzi immunologicznej, gdyz
rozpoznaja one antygeny prezentowane w polaczeniu
zMHC klasy II (3). Limfocyty te wytwarzaja gldwnie
IL-4 1 IL-13 oraz w mniejszym stopniu IL-3 1 GM-CSF
(granulocyte-macrophage colony stimulating factor),
bedace czynnikami wzrostu 1 roznicowania limfocy-
tow B, 1 wspomagaja szczegolnie odpowiedz humo-
ralng podczas zakazen patogenami zewnatrzkomor-
kowymi (7, 15). W $wietle powyzszego nalezy stwier-
dzi¢, ze oksytetracyklina stosowana per os w dawce
0,5 g na jeden litr wody powoduje powazne zaburze-
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nia w funkcjonowaniu uktadu immunologicznego u in-
dykéw. W badaniach wlasnych oksytetracykling sto-
sowano w dawce leczniczej zalecanej przez producenta
przez okres 5 dni. Bez watpienia dluzszy okres stoso-
wania tego antybiotyku, nawet w dawce nizszej od
zalecanej, moglby by¢ przyczyna duzo wigkszej im-
munosupresji (2).

Na podkreslenie zastuguje takze fakt, ze uzyte
w badaniach wiasnych przeciwciata monoklonalne do
wyznakowania receptorow CD4 i CDS8 limfocytow T
przeznaczone dla kurczat posiadaja certyfikat reaktyw-
nosci krzyzowej z limfocytami indyka. Podobnie sek-
wencja aminokwaséw w domenie wewnatrz plazma-
tycznej fancucha € receptorow CD3 limfocytow T jest
wysoce konserwatywna i bardzo podobna u wielu
gatunkoéw zwierzat i cztowieka, stad mozliwe byto
wykrycie komérek CD3" indyka za pomoca przeciw-
cial monoklonalnych Rat Anti Human Cd3-APC klon
CD3-12. Réwniez zastosowane przeciwciata poli-
klonalne Goat Anti Chicken IgM-FITC wykazywaly
reaktywno$¢ krzyzowa z molekutami IgM* indyka
(cyt. 17).

W $wietle powyzszego nalezy stwierdzi¢, ze oksy-
tetracyklina stosowana u indykow w dawce leczniczej
ma istotny wptyw na odsetek badanych subpopulacji
limfocytow T 1 limfocytéw B IgM?*, co jednoznacznie
wskazuje na jej immunosupresyjne oddzialywanie na
komorkowe mechanizmy uktadu odpornos$ciowego,
ktorego konsekwencja moze by¢ wystapienie chordb
na tle zakazefi drobnoustrojami oportunistycznymi
(np. pateczkami E. coli) 1 gorsza odpornos¢ poszcze-
pienna.
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