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Influence of 5-1,3/1,6-D-glucan on non-specific cellular defence mechanisms in lambs

Summary

The aim of the study was to estimate the influence of 3-1,3/1,6-D-glucan applied in feed on non-specific cellular

immunity in lambs.

The study examined twenty six 21-28 day old lambs in two groups: I — control and II — experimental (7 rams
and 6 ewes in each group). The animals were kept under identical zoohygienic and nutritional conditions. Lambs
from group I were fed a basal control diet and lambs from group II were fed a diet containing $-1,3/1,6-D-glucan,
at doses of 80 mg/kg/day. Blood was taken from the control and experimental groups before the lambs were fed
a diet containing -1,3/1,6-D-glucan, and 15, 30 and 60 days after administration of the diet. The respiratory
burst activity (RBA) and potential killing activity (PKA) of blood phagocytes and proliferative response of blood
lymphocytes (MTT) stimulated by mitogens concanavalin A (ConA) and lipopolisaccharide (LPS) were examined.

The results indicated that when 3-1,3/1,6-D-glucan was applied to food it statistically significantly increased
the blood phagocyte and lymphocyte activity in the lambs until the end of experiment, compared to the control

group.
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Od wielu lat prowadzone sa liczne badania laborato-
ryjne 1 kliniczne dotyczace skutecznosci profilaktycz-
nej i1 terapeutycznej preparatow modulujacych uktad
odpornosciowy roznych gatunkow zwierzat. Na szcze-
g6lna uwage zastuguja tu preparaty immunostymuluja-
ce pochodzenia naturalnego — biostymulatory (11, 20),
ktore przede wszystkim mozna wykorzystywac w eko-
logicznej hodowli zwierzat, gdzie wymaga si¢ absolut-
nej rezygnacji z suplementacji diety zwierzat syntetycz-
nymi stymulatorami. Poza tym w hodowlach takich dazy
si¢ do metod nieinwazyjnego oddziatywania na organiz-
my zwierzgce, a wigc podawania m.in. stymulatorow
odpornosci, jezeli jest to mozliwe, w formie najbardziej
wygodnej, tzn. w paszach. Istotna grupe¢ stanowia tutaj
p-glukany (16, 20, 21, 26), a wsrod nich 8-1,3/1,6-D-
-glukan, wchodzacy w sktad $ciany komoérkowe;j
drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae. General-
nie wykazano, ze #-glukany stymuluja znaczaco odpor-
no$¢ organizmu przeciw réznorodnym infekcjom wy-
wolanym przez wirusy, bakterie, grzyby i pasozyty
u wielu gatunkow zwierzat (3, 8, 19, 24, 25). Jednak
w dostgpnym pismiennictwie odnotowano zaledwie
dwie pozycje dotyczace ochronnego efektu beta-gluka-
nu u owiec w trakcie eksperymentalnie wywolanego za-
palenia wymienia (3) oraz wptywu beta-glukanu na sub-
populacje leukocytow w gruczole mlekowym (24).

Niniejsze opracowanie stanowi kontynuacjg wczes-
niejszych badan, w ktorych wykazano pozytywny
wptyw dodatku 8-1,3/1,6-D-glukanu do pasz na cechy
uzytkowos$ci migsnej oraz nieswoiste humoralne me-
chanizmy obronne jagniat (9). Uzyskane efekty stymu-
lacji odpornos$ci humoralnej, stanowity zachete do oce-
ny oddziatywania tego preparatu na ksztattowanie si¢
parametrow nieswoistej odpornosci komorkowe;.

Celem badan byta ocena wptywu -1,3/1,6-D-glu-
kanu podawanego w paszy na nieswoiste komorkowe
parametry odpornosci jagniat.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na owcach pochodzacych ze
stada hodowlanego Zaktadu Produkcyjno-Doswiadczalnego
w Batcynach, w gospodarstwie Zajaczki. Material zwierzgcy
stanowilo 26 jagniat ssacych owcy kamienieckiej, w wieku
21 %+ 7 dni, urodzonych w kotelni w 2005 r.

Uklad doswiadczenia. Owce podzielono na 2 analogiczne
grupy: | — kontrolna i Il — do§wiadczalna, wedlug nastgpuja-
cych kryteriow: masa ciata, pte¢, data urodzenia, a takze wiek
ich matek. W kazdej grupie byto po 13 jagniat — 7 tryczkow
1 6 maciorek, wszystkie pochodzace z miotéw blizniaczych.
Jagnigta obu grup dokarmiano do 30. dnia zycia sianem tako-
wym i1 mieszanka tre§ciwg C-J do woli, a nastepnie Zywiono
zgodnie z normami dla jagniat hodowlanych, wprowadzajac
do zestawu pasz sianokiszonkg z traw i ro§lin motylkowatych.
W grupie dos§wiadczalnej jagniat od samego poczatku badan
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zastosowano dodatek f3-1,3/1,6-D-glukanu. Krew do badan
pobierano z zyty jarzmowej przed dodaniem $-1,3/1,6-D-glu-
kanu do paszy oraz w 15., 30. 1 60. dniu podawania tej sub-
stancji, w celu oznaczenia i poréwnania ksztattowania si¢
wskaznikow nieswoistej odpornosci komorkowe;.

Zastosowano immunostymulator naturalny: Biolex-Beta HP
firmy Inter Yeast Poland zawierajacy 5-1,3/1,6-D-glukan se-
parowany ze §cian komérkowych drozdzy z gatunku Saccha-
romyces cerevisiae. Zaleta tego preparatu jest duza efektyw-
nos¢ biologiczna i stopien czystosci — 85% f-1,3/1,6-D-glu-
kan. Dodawano go do sktadu mieszanki tresciwej C-J w ilo$ci
0,5%. Dzienna dawka glukanu pobranego przez jagnigta ksztat-
towala si¢ na poziomie 80 mg/kg masy ciala.

Ocena parametrow nieswoistej odpornosci komorkowe;j.
Badanie aktywnosci metabolicznej fagocytéw — Respiratory
Burst Activity (RBA) na podstawie wewnatrzkomorkowego
wybuchu tlenowego po stymulacji PMA (Phormol Myristate
Acetate) metoda spektrofotometryczna (OD 620 nm) wg
Chung i Secombes (5), badanie zdolnosci do wewnatrzkomor-
kowego zabijania przez komorki zerne (polimorfonuklearne
— PMN i mononuklearne — MN) metoda spektrofotometrycz-
na (OD 620 nm) PKA (Potential Killing Activity) wg Rooka
i wsp. (15), badanie odpowiedzi proliferacyjnej limfocytow
stymulowanych mitogenami (ConA — konkanawalina, LPS —
lipopolisacharyd, PHA — fitohemaglutynina) przy pomocy me-
tody MTT (3-[4,5-dimethylthiazoly-2yl]-2,5-diphenyltetra-
zolium bromide - 3-[4,5-dimetylo-2-tiazolilo]-2,5-difenylo-
-2H-tetrazolinowy bromek) opisanej pierwotnie przez Mos-
manna (10).

Wyniki opracowano statystycznie w uktadzie jednoczynni-
kowym ortogonalnym. Istotno$¢ réznic migdzy grupami we-
ryfikowano przy pomocy testu t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

W badaniach przeprowadzonych na owcach, po raz
pierwszy w takim ukladzie u tego gatunku zwierzat,
oceniono efekt stymulacyjnego dziatania naturalnego
immunostymulatora —3-1,3/1,6-D-glukanu, na wybra-
ne wskazniki nieswoistej odporn0s01 komorkowe;.

Mechanizm dziatania 8-1,3/1,6-D-glukanu polega na
wzajemnym jego oddzialywaniu ze swoistymi recepto-
rami, znajdujacymi si¢ na powierzchni makrofagow,
komorek NK (Natural Killer), limfocytow B i T oraz
innych komoérek immunokompetentnych. Komorki te
identyfikuja specyficzna struktur¢ powierzchni tych
czastek jako obca (antygen) i uruchamiaja nieswoista
odpowiedz immunologiczna za pomoca czynnikow
swoistych — przeciwcial. Ponadto beta-glukan aktywu-
je dopehiacz oraz pobudza wytwarzanie IL-1, IL-6,
IL-10, IL-12 i TNF-« (1, 7, 13, 17, 23). Efektem tego
jest podwyzszony stan gotowosci uktadu odpornoscio-
wego do obrony organizmu przeciwko réznym czynni-
kom patogennym (wirusy, bakterie, grzyby, pasozyty).

Uzyskane w trakcie doswiadczenia wyniki badan,
wskazuja na istotny wptyw f-1,3/1,6-D-glukanu na
wybrane parametry odpowiedzi immunologicznej za-
leznej od limfocytow 1 granulocytow u jagniat.

W grupie doswiadczalnej jagniat od 15. do 60. dnia
eksperymentu obserwowano statystycznie istotny
wzrost aktywnosci metabolicznej fagocytow krwi
(RBA) w poréwnaniu z grupa kontrolna (ryc. 1). Wyz-
sze wartosci RBA $§wiadcza o tym, ze komorki fagocy-
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Ryec. 1. Aktywno$¢ metaboliczna fagocytow krwi (RBA) jag-
niat karmionych pasza z dodatkiem $-1,3/1,6-D-glukanu
Objasnienia: * —rdznica statystycznie istotna p < 0,05 w stosun-
ku do kontroli i badania 0
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Ryc. 2. Wewnatrzkomoérkowa aktywnos$¢ bojcza fagocytéw
krwi (PKA) jagniat karmionych paszg z dodatkiem 3-1,3/1,6-
-D-glukanu

Objasnienia: jak na ryc. 1.

tujace sa bardziej sprawne, tzn. zdolne do skutecznego
wybuchu tlenowego, a wigc bardziej efektywnej elimi-
nacji czynnika patogennego. Suzuki i wsp. (22) otrzy-
mali podobne rezultaty badan — zwigkszona produkcje
nadtlenku wodoru (H,0,) oraz wzrost aktywnosci en-
Zymow lizosomalnycfl w makrofagach myszy po do-
ustnym podaniu beta-glukanu. Ten preparat, jak zauwa-
zyli Ohno 1 wsp. (12) oraz Tokunaka i wsp. (23), wzma-
gal takZze w makrofagach myszy wytwarzanie kolejne-
go czynnika wybuchu tlenowego — tlenku azotu (NO),
jak tez aktywowat enzymy lizosomalne (21). Ponadto
beta-glukan wykazuje zr6znicowany wplyw na aktyw-
no$¢ komorek fagocytarnych, w zaleznosci od drogi jego
aplikacji, co obserwowat Sakurai i wsp. (18) u myszy.
Makrofagi tych zwierzat, po dozylnym (i.v.) wprowa-
dzeniu beta-glukanu, zwigkszyly produkcjg H O, i in-
terleukiny I (IL-1) oraz swoja aktywnos¢ fagocytarna
w porownaniu z grupa kontrolng. Natomiast w grupie
myszy traktowanych beta-glukanem dootrzewnowo
(i.p.) takiego zjawiska nie odnotowano.

W badaniach wtasnych u owiec stwierdzono rowniez
w grupie doswiadczalnej, migdzy 15. a 60. dniem po-
dawania preparatu, statystycznie istotny wzrost (0 30%)
Wewnqtrzkomorkowej aktywnosm bojczej fagocytow
krwi (PKA) w porownaniu z grupa kontrolna (ryc. 2).
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Ryec. 3. Aktywnos$¢ proliferacyjna limfocytow krwi stymulo-
wanych ConA jagniat karmionych pasza z dodatkiem 3-1,3/
/1,6-D-glukanu

Objasnienia: jak naryc. 1.
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Ryec. 4. Aktywnos$¢ proliferacyjna limfocytow krwi stymulo-
wanych LPS jagniat karmionych paszg z dodatkiem (-1,3/
/1,6-D-glukanu

Objasnienia: jak naryc. 1.

Podobne zjawisko opisali rowniez inni autorzy u my-
szy (17, 18) oraz u krewetek (4).

Pozytywne dzialanie beta-glukanu wyrazito sig tak-
ze wptywem na aktywnos¢ proliferacyjng limfocytow
krwi (MTT) jagniat stymulowanych zaréwno ConA
(ryc. 3), jak 1 LPS (ryc. 4), ktéra mimo iz byla w obu
przypadkach statystycznie istotnie wyzsza w grupach
stymulowanych -1,3/1,6-D-glukanem niz w grupach
kontrolnych przez caty okres doswiadczenia, to jednak
odnotowano réznice w zaleznosci od zastosowanego
mitogenu. W przypadku ConA byt to 25%, a LPS pra-
wie 50% wzrost aktywnosci proliferacyjnej limfocytow.
Réwnie pozytywny stymulujacy wptyw miogenow
(ConA, LPS, PHA) na limfocyty po zastosowaniu beta-
glukanu stwierdzili inni autorzy u myszy i szczurow
w badaniach in vivo i in vitro (2, 6, 14, 21).

Uzyskane u jagniat wyniki badan, dotyczace immu-
nomodulujacych wtasciwosci §-1,3/1,6-D-glukanu,
wskazuja na mozliwos¢ praktycznego wykorzystania
tego preparatu w immunoprofilaktyce tych zwierzat,
zwlaszcza w okresie zwigkszonej zapadalnosci na
infekcje bakteryjne 1 wirusowe. Dodatkowo stanowia
zachete do dalszych badan nad ewentualnym wykorzys-
taniem tego preparatu do korygowania uposledzone;j
odpornosci u jagniat, jak i osobnikow dorostych.
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