830

Praca oryginalna

Medycyna Wet. 2006, 62 (7)

Original paper

Parametry biochemiczne oraz odpornosci nieswoistej
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Biochemical and nonspecific immunity parameters in turkeys vaccinated with ND virus
following KLP-602 or Mycobacterium chelonae administration

Summary

The aim of the study was to compare KLP-602 or M. chelonae on some biochemical and nonspecific
immunity parameters in turkeys immunized with the virus antigen. Research was carried out on 30 turkeys
(3 groups, 10 birds in each), who were given one of the two immunity stimulators: KLLP-602 or M. chelonae at
the age of 29 days. The control group was comprised of birds receiving no stimulators. All the birds received
an active mesogenic Roakin strain of ND virus after 7 days and again after 100 days and the biochemical
parameters (total proteins, gammaglobulin, ceruloplasmin level), humoral defense parameters (level of
lysozyme), cellular parameters (potential killing activity, respiratory burst activity and proliferation activity)
were determined. The obtained results demonstrated that M. chelonae had a more significant stimulatory
effect on biochemical and humeral immunity parameters than KLP-602.
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Immunomodulacja, jako efekt stosowania réznego
rodzaju $rodkéw 1 metod wplywajacych na funkcje
uktadu immunologicznego organizmu, moze wyrazac¢
si¢ w postaci: immunosupresji (ostabienie, a nawet za-
hamowanie reaktywno$ci immunologicznej) badz im-
munostymulacji (pobudzenie, wzmocnienie reakcji im-
munologicznych). To ostatnie zjawisko coraz czgsciej
z dobrym skutkiem wykorzystywane jest nie tylko
w medycynie ludzkiej, ale rOwniez w praktyce wete-
rynaryjnej. W wigkszosci przypadkéw dotyczy to ta-
kich gatunkow zwierzat, jak: koni, krow, swin, kotow
oraz psow, nadal jednak w matym zakresie drobiu.
Przyczyn tego stanu mozna dopatrywac si¢ w specyfi-
ce hodowli drobiu. Duza liczebno$¢ zwierzat, a co za
tym idzie — pracochtonnos¢ wykonywanych zabiegow
1wzgledy ekonomiczne oraz intensywny i krotkotrwaty
cykl produkcyjny obliguja, aby stosowany stymulator
charakteryzowata szczeg6lnie duza skutecznos$¢, a za-
razem mozna go bylto podawa¢ w formie najbardziej
wygodnej, tzn. w paszach (zagrozenie, ze moze on
zosta¢ w niej zniszczony) lub jednorazowej iniekcji.

Z uwagi na to, ze na rynku stale zwigksza si¢ liczba
stymulatorow, wskazane jest ich szerokie badanie w ce-
lu poznania mechanizmoéw dzialania oraz skutecznos-
ci dla poszczegblnych gatunkow zwierzat.

Celem badan bylto okreslenie parametrow bioche-
micznych oraz odpornosci nieswoistej u indykow uod-
pornionych szczepem Roakin wirusa NDV po poda-
niu KLP-602 lub M. chelonae.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na indykach obu ptci, typu Big 6.
Dwudniowe indyczeta odchowano w pomieszczeniach klinicz-
nych sposobem tradycyjnym na $cidlce.

Uklad doswiadczenia. Badania przeprowadzono na 3 gru-
pach liczacych po 10 indykow, ktorym w 29. dniu zycia po-
dano jednorazowo jeden z dwoch badanych stymulatorow od-
pornosci: grupa I (KP) otrzymata KLP-602, I (KM) — M. che-
lonae, natomiast grupa III — kontrolna (KK) nie otrzymata
zadnego ze stymulatorow. Wszystkim ptakom po 7 dniach od
podania stymulatoréw odpornosci zaaplikowano zywy, me-
zogeniczny szczep Roakin wirusa choroby Newcastle, a na-
stepnie zabieg ten powtorzono 100. dnia po pierwszym poda-
niu. W dniu szczepienia oraz poczawszy od 7. az do 140. dnia
p.i. NDV od 5 indykow z kazdej grupy z zyly skrzydlowej
pobierano krew do badan w celu oznaczenia i poréwnania
ksztaltowania si¢ wskaznikow odpornosci nieswoistej oraz pa-
rametrow biochemicznych.

Zastosowano nast¢pujace immunostymulatory naturalne:
M. chelonae (Mch) — preparat handlowy produkowany przez
Instytut Leon Joly w Eaubonne, Cedex we Francji, podawany
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zgodnie z zaleceniami, domig¢§niowo w dawce
0,5 ml na ptaka oraz KLP-602 — substancj¢ czyn-
na preparatu o nazwie Lydium-KLP w stgzeniu
0,1% produkowana przez — Nika Health Products
Inc. Princeton, NJ, USA — podawana domigsnio-
wo w dawce 50 pg/kg masy ciala.

Wirus rzekomego pomoru drobiu. Mezo-
genicznego szczepu Roakin ,,R” wirusa rzekome-
go pomoru drobiu (NDV — Newcastle Diseases
Virus) uzyto do domig$niowego szczepienia
indykow dawka 10>%/ml EID, . Jego miano za-
kazne dla zarodkow kurzych wynosito EID, =
10*%/ml, dla hodowli komorek zarodka kurzego
10%/ml TCID,.

Badanie odpornosci nieswoistej. Wewnatrz-
komoérkowa zdolno$¢ zabijania sfagocytowanych
drobnoustrojéw przez granulocyty obojetnochton-
ne krwi obwodowej okre§lono w odczynie NBT
(15), aktywno$¢ fagocytarna leukocytow metoda
standardowa (18) w postaci odsetka komorek
fagocytujacych (%F) i indeksu fagocytarnego (IF),
aktywno$¢ lizozymu (mg/l) metoda turbidyme-
tryczna (11) w modyfikacji Siwickiego i Ander-
sona (14), zdolnos$¢ do proliferowania limfocy-
tow wobec fitohemaglutyniny w tescie transfor-
macji blastycznej (TB) metoda Gocha i wsp. (3).

Ocena parametrow biochemicznych. Poziom
biatka catkowitego (g/1) oznaczono metoda spek-
trofotometryczna (7), poziom gammaglobulin
(g/1) metoda precypitacji wg Siwickiego i Ander-
sona (14), aktywno$¢ ceruloplazminy (mg%) me-
toda spektrofotometryczna (12).

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie
metoda jednoczynnikowej analizy wariancji
(One-way ANOVA) testem Bonferroni z wyko-
rzystaniem programu komputerowego GraphPad
Prism.

Wyniki i oméwienie
W badaniach oceniano efekt dzialania
dwoch wybranych immunostymulatorow:

KLP-602 oraz M. chelonae na wskazniki biochemicz-
ne i parametry odpornosci nieswoistej u indykow. Wy-
bor tych preparatow do badan podyktowany byt nieco
odmiennymi przestankami. KLP-602 jako lek, ktory
zostal wprowadzony do lecznictwa weterynaryjnego
w ostatnich latach, stanowil swego rodzaju punkt od-
niesienia do oceny M. chelonae, preparatu naturalne-
go, mniej znanego w kraju, a z powodzeniem stoso-
wanego w praktyce lekarskiej na zachodzie Europy.
We Wczeéniejszych badaniach wilasnych (13, 16)
stwierdzono, ze preparat ten stymuluje przede wSszyst-
kim odporno$¢ humoralna, w mniej Szym za$ stopniu
odpornos¢ komorkowa. Mechanizm jego dziatania
opiera si¢ na pobudzaniu poliklonalnej proliferacji,
wlasciwosciach mitogennych splenocytow, migracji
leukocytéw krwi obwodowej oraz syntezy interleukin
1,2,415 (2,4, 6, 10). Duza jego zaleta jest to, ze
preparat jest bezpieczny nawet przy znacznych prze-
kroczeniach dawki, dlatego podawa¢ go mozna row-
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Ryec. 1. Aktywno$¢é NBT leukocytéw w surowicy krwi indykow
Objasnienia do ryc. 1-8: * — statystycznie istotne réznice p < 0,05, ** — statys-
tycznie istotne roznice p < 0,01, *** — statystycznie istotne rdéznice p < 0,001
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Ryec. 2. Fagocytoza — procent komérek fagocytujacych w surowicy krwi
indykow

Wyniki badan wtasnych wskazuja, ze w grupach sty-
mulowanych uzytymi w pracy preparataml wszystkle
wskazniki ksztaltowatly si¢ na wyzszym pozmmle niz
w grupie ptakow kontrolnych. Jednak porownujac efekt
ich dziatania, obserwowano pewne zrdéznicowanie
migdzy obu stymulatorami. KLP-602 wykazywat nie-
co wigksza aktywno$¢ niz M. chelonae w stosunku do
parametréw nieswoistej odpornosci komorkowej, co
znalazlo wyraz w aktywnos$ci metabolicznej — NBT
(ryc. 1)1 fagocytarnej (%F) (IF) leukocytow (ryc. 2, 3)
oraz zdolnosci (TB) transformowania w formy bla-
styczne limfocytow (ryc. 4). Jednak procent komorek
fagocytujacych w trakcie odpowiedzi wtornej oraz
aktywno$¢ metaboliczna leukocytow w trakcie odpo-
wiedzi pierwotnej na antygen wirusa ND w grupach
stymulowanych M. chelonae byly statystycznie wyzsze
niz w grupie traktowanej KLP-602.

Podobnie pozytywne wyniki w stosunku do tego
rodzaju odpornosci, po zastosowaniu KLP-602 uzys-
kali Malinowski i wsp. u kréw (8) i loch (9) oraz Krzy-
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1 wsp. (1) po zastosowaniu M. chelonae
u myszy 1 szczurow stwierdzili wzrost zdol-
nosci fagocytarnych makrofagéow, indeksu
fagocytarnego, zdolnosci transformowania
limfocytow w formy blastyczne oraz pozio-
mu biatka catkowitego.

W zakresie oznaczanych wskaznikoéw
biochemicznych stwierdzono zdecydowanie
wyzsze ich poziomy w grupach stymulowa-
nych pratkiem M. chelonae niz KLP-602.
Najefektywniej wyraza to poziom gamma-
globulin (ryc. 5), ktory pomigdzy 14. a 21.
dniem odpowiedzi pierwotnej przy M. che-
lonae byl 2 razy, a 7. dnia po rewakcynacji
prawie 3 razy wyzszy, za$ przy KLP-602

14,2

Ryc. 3. Fagocytoza — indeks fagocytarny u indykéw

jedynie 35. dnia odpowiedzi pierwotnej i 28.
dnia odpowiedzi wtornej statystycznie istot-
nie wyzszy niz w grupie kontrolne;j.
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Stwierdzono nieco stabszy niz przy gam-
maglobulinach wptyw obu preparatow na
poziom ceruloplazminy. W obu stymulowa-
nych grupach indykéw do 35. dnia odpo-
wiedzi pierwotnej obserwowano statystycz-
nie istotne wzrosty poziomu tego bialtka
ostrej fazy, natomiast po rewakcynacji byly
one okresowo nizsze w grupach doswiad-
czalnych niz kontrolnej (ryc. 6).

Podkresli¢ nalezy rowniez fakt, ze jedy-
nie w grupie stymulowanej M. chelonae
poziom biatka catkowitego (ryc. 7) wyka-
zywat znaczny wzrost warto$ci, tylko
w trakcie odpowiedzi pierwotnej, podczas

Ryc. 4. Wspolczynnik reaktywnosci RI limfocytow stymulowanych fitohe-

maglutyning oznaczany w teScie transformacji blastycznej u

gdy po zastosowaniu KLP-602 mimo nie-
znacznie wyzszych wartosci niz w grupie
kontrolnej, statystycznie istotne roznice za-
znaczyty si¢ krotkotrwale jedynie w pierw-

indykow
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szym i dwunastym tygodniu po stymulacji.

Jak wiadomo, gammaglobuliny stanowia
podstawe do efektywnego wytworzenia
odpornosci humoralnej, zas biatka ostrej
fazy sa pierwsza bariera w zwalczaniu czyn-
nika zakaznego, wspolpracujac $cisle z in-
nymi nieswoistymi czynnikami odpornosci
np.: dopetniaczem, fagocytami itp., co wply-
wa na zdolnos$¢ eliminacji czynnika zakaz-
nego.

Zaskakujace natle badan innych autorow
(13) wydaja si¢ uzyskane w niniejszej pra-
cy wyniki dotyczace aktywnosci lizozymu
(ryc. 8) oznaczanego we krwi indykow, gdyz
statystycznie istotne réznice w poréwnaniu

Ryec. 5. Poziom gammaglobulin w surowicy krwi indykéw

zanowski 1 wsp. (5) u koni, stwierdzajac wyzszy pro-
cent komorek fagocytujacych, aktywnos$¢ NBT leuko-
cytow 1indeks fagocytarny. Natomiast Lagrange 1 wsp.
(6), Vincent-Naulleau i wsp. (17) oraz Garcia Garcia

z grupa kontrolna obserwowano jedynie
w grupie stymulowanej M. chelonae pomig-
dzy 35. a 75. dniem po plerwszym poda-
niu wirusa ND. Przypuszcza¢ mozna, ze zw1qzane to
by¢ moze z gatunkiem zwierzat —u ptakodw nieco inny
przebieg mechanizméw odpornosciowych niz u ssa-
kow.
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Na podstawie niniejszych badan mozna
stwierdzi¢, ze M. chelonae wykazywat réw-
nie dobre, a niekiedy lepsze wlasciwosci
stymulujace niz KLP-602. Preparat ten naj-
skuteczniej stymulowal wskazniki bioche-
miczne oraz nieswoista odporno$¢ humo-
ralng (lepiej niz KLP-602), nieco stabiej
nieswoista odpornos¢ komorkowa (podob-
nie jak KLP-602). Majac na uwadze, ze oba
preparaty stosowane byly u indykow z pra-
widlowo dziatajacym uktadem odpornos-
ciowym, to wyniki zachgcaja do dalszych
prac porownawczych ich skutecznosci u in-
dykéw z ostabionym uktadem immunolo-
gicznym.
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Ryc. 6. Poziom ceruloplazminy w surowicy krwi indykow
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Ryec. 7. Poziom bialka calkowitego w surowicy krwi indykow
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Ryc. 8. Aktywno$¢ lizozymu w surowicy krwi indykéw
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