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Wptyw szczepionki anty Yersinia pseudotuberculosis
I iInmunostymulatora Propionibacterium acnes
na stezenie transferyny oraz zelaza
w surowicy klaczy i zrebiat
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Effect of anti-Yersinia pseudotuberculosis vaccine and Propionibacterium acnes immunostimulator
on transferrin and iron concentration in mare and foal sera

Summary

The effect of anti-Yersinia pseudotuberculosis vaccine and Propionibacterium acnes immunostimulator on
B,-fraction (transferrin), total and unsaturated iron binding capacity (TIBC, UIBC), and iron concentration
in sera of mares and foals was investigated. The research was conducted on 40 clinically healthy mares
5 weeks before parturition and later on their 40 foals. All foals were 3-months-old. Two kinds of medicaments
were used: immunostimulator based on CN5936 Propionibacterium acnes strain and inactivated vaccine made
of Yersinia pseudotuberculosis, a strain isolated from the lungs of foals with yersiniosis. Medicaments were
introduced as a hypodermic injection (1 ml per mare, 0.5 ml per foal). Statistically significant growth of
B,-fraction and TIBC (P < 0.01) was observed in the sera of mares and their foals only after simultaneous
injection of both medicaments. Furthermore, the increase of UIBC (P < 0.01) was observed in mares.
An increase in UIBT concentration was an additional protection for mares against yersiniosis. Neither medi-
caments had effected the sera concentration of iron, which was 2 times higher in foals (35.86-40.46 mmol/l)
than in mares (17.38-20.93 mmol/l). Therefore, it was suggested that the insufficient development of specific
humoral immunity in foals in connection with high sera iron concentration could result in a pulmonary form

of yersiniosis.
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Transferyna jest biatkiem bioracym udziat w meta-
bolizmie zelaza. Bakteriostatyczne dziatanie transfe-
ryny polega na hamowaniu rozwoju drobnoustrojow
poprzez odbieranie im niezb¢dnego dla wzrostu Zela-
za. W zdrowym organizmie transferyna wysycona jest
zelazem w 30%. Pozostata czg$¢ transferyny jest zdol-
na in vivo 1 in vitro do wiazania zelaza. Niezwiazana
cze$¢ transferyny cechuje sig utajona zdolno$cia wia-
zania zelaza (UIBC), z kolei catkowite wysycenie
transferyny zelazem nazwane jest catkowita zdolno$-
cia wigzania zelaza (TIBC) Samo oznaczenie pozio-
mu zelaza w surowicy nie jest wystarczajace do roz-
poznania niedoboru zZelaza, albowiem wahania pozio-
mu zelaza w ciagu doby sa rzedu 50%, ponadto obni-
zenie poziomu zelaza w surowicy moze by¢ skutkiem
niedokrwistosci w przebiegu infekcji bakteryjnych.
Wysycenie transferyny ponizej 15% jest jednym z kry-
teriow niedoboru zelaza w organizmie. Pozbawienie
ustroju dostatecznej ilosci zelaza powoduje wzrost

syntezy transferyny i odwrotnie — w przypadku nad-
miaru tego plerw1astka W organizmie poziom transfe-
ryny obniza si¢ (11). Frakcje 3, tworzy przede wszyst-
kim transferyna. Poniewaz frakcja ta jest dwu-, trzy-
krotnie wyzsza u koni niz u innych gatunkow (6, 10)
mozna przypuszczaé, ze odgrywa ona istotng funkcje
przy zakazeniu pateczkami Y. pseudotuberculosis, kto-
rych wzrost jest zelazozalezny.

Celem badan bylo okreslenie znaczenia transferyny
poprzez oznaczenie stezenia frakcji f3,, catkowite;
1 utajonej zdolnos$ci wiazania Zelaza, a takze koncen-
tracji zelaza w surowicy klaczy i zrebiat, ktorym po-
dano inaktywowana szczepionke Yersinia pseudotu-
berculosis oraz immunostymulator Propionibacterium
acnes.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w stadninie koni, na terenie
ktorej doszto do zachorowan i padnig¢ Zrebiat na plucna
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posta¢ jersiniozy. Do eksperymentu uzyto 40 klinicznie
zdrowych klaczy (grupy I-IV) na 5 tygodni przed porodem
140 zrebiat (grupy IA-IVA) w wieku 3 miesigcy, bedacych
potomstwem tychze klaczy. W kazdej grupie byto 10 zwie-
rzat. Zwierzeta z grup 1 1 IA otrzymywaty PBS, z grup II
i lIA — szczepionke anty Y. pseudotuberculosis, z grup 111
i IIIA — immunostymulator Propionibacterium acnes
CN5936, a z grup IV 1 IVA — immunostymulator, po czym
po 5 dniach — szczepionkeg. Wszystkie wymienione prepa-
raty byty podawane podskornie — klaczom w ilosci 1 ml/na
zwierzg, a zrebigtom 0,5 ml/zwierzeg. Szczepionke wyko-
nano ze szczepu Y. pseudotuberculosis, wyizolowanego
z ptuc padiego Zrebigcia, natomiast immunostymulator —
ze szczepu P. acnes CN 5936. Oba preparaty doprowadza-
no do ggstosci 6 x 10° komoérek/ml i inaktywowano for-
maldehydem (5 ml/l). W probach na bialych myszach wy-
eliminowano toksyczno$¢ wymienionych preparatow.

Krew pobierano trzykrotnie: przed podaniem prepara-
tow, a takze po jednym i trzech tygodniach od ich podania,
przy czym w grupach: IV i IVA — po jednym i trzech tygo-
dniach od podania szczepionki. W surowicy oznaczano:
stezenie frakcji B, w rozdziale elektroforetycznym na Zelu
agarozowym zgodnie z protokotem i na odczynnikach fir-
my Cormay, stezenie zelaza i catkowita zdolnos¢ wigzania
zelaza (TIBC) metoda kolorymetryczna wg procedury i przy
uzyciu gotowych odczynnikow firmy Aqua Medica. Uta-
jona zdolno$¢ wiazania zelaza (UIBC) obliczono z rdznicy
TIBC i stgzenia zelaza. Wskaznik wysycenia transferyny
(WWTT) obliczono wg wzoru: WWTT = stezenie zelaza/
stezenie transferyny x 100 (%). W celu sprawdzenia istot-
nos$ci oddziatywania szczepionki i immunostymulatora na
analizowane cechy zastosowano wielowymiarowa analize
wariancji z powtarzalnymi pomiarami przy uzyciu progra-
mu Statistica 6.0.

Wyniki i omowienie

Tylko u klaczy z grupy IV podanie propionibakterii
1 szczepionki anty Y. pseudotuberculosis spowodowa-
to dlugotrwaly, statystycznie istotny, wzrost frakcji 3,
(p = 0,01) (tab. 1). W grupach II i III obserwowany
wzrost nie byt statystycznie istotny. Poréwnujac ro-
dzaje szczepien, po 3 tygodniach stwierdzono statys-
tycznie istotny wzrost frakcji 8, u klaczy, ktérym po-
dano szczepionkg 1 1mmunostymulator (grupy: 11, 111,
IV). Poniewaz wzrost stgzenia transferyny prowad21
do utrudnienia drobnoustrojom dostgpu do jonow Ze-
laza, a tym samym do ograniczenia rozwoju bakterii,
podanie klaczom preparatéw powodujacych zwicksze-
nie stezenia frakcji 8, mozna uznac za pozadany efekt
profilaktyczny(6).

Przed podaniem preparatow najwyzsze st¢zenie
frakcji B, stwierdzono u Zrebiat, ktérych matki byty
immunostymulowane 1 nastgpnie szczepione. Po 3 ty-
godniach od szczepienia statystycznie istotny wzrost
stezenia tej frakcji stwierdzono u Zrebiat 1 szczepio-
nych, 1 immunostymulowanych (grupy: IIA, IIIA11VA)
(p = 0,01). W stosunku do grupy kontrolnej, zarowno
po tygodniu, jak i po trzech tygodniach od szczepie-
nia, stezenie frakcji 8, w surowicy zrebiat z grup: IIA,
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IITA 1 IVA bylo statystycznie wyzsze (p < 0,01) (tab. 2).
Tak wigc podanie szczepionki i immunostymulatora
zdrowym zrebigtom spowodowalo zwigkszenie steze-
nia transferyny. W przypadku zakazenia bakteryjnego
stezenie tego biatka ostrej fazy ulega zmniejszeniu, co
obserwowano u cztowieka i u bydta (12). Ek (7) w ba-
daniach prowadzonych na 112 chorych koniach ob-
serwowat spadek transferyny przy zakazeniach bakte-
ryjnych i kulawiznie. StgZenie transferyny u zdrowych
koni waha si¢ w bardzo szerokim zakresie — od 7,88
do 15,07 g/1 (8), w zwiazku z czym przy zapaleniu jej
spadek moze by¢ niezauwazony przede wszystkim
u tych zwierzat, u ktérych fizjologiczne stezenie tej
siderofiliny jest wysokie.

Schorr (16) oraz Steinbrecher i wsp. (17) odnoto-
wali, Ze stezenie zelaza w surowicy koni waha si¢ od
17,71 do 65,47 pmol/l i zalezy m.in. od Zywienia, wie-
ku, stanu fizjologicznego, sposobu uzytkowania, a tak-
ze rasy. W wyniku badan wiasnych stwierdzono, ze
u cigzarnych klaczy st¢zenie zelaza w surowicy przed
podaniem preparatow wahato si¢ od 17,38 do 19,35
umol/l (tab.1), natomiast §rednia koncentracja zelaza
w stadninie wynosita 36,0 umol/l (14). Zgodnie z war-
tosciami referencyjnymi stezenie zelaza u koni waha
si¢ od 13,1 do 25,1 pmol/l (18). Stanem, w ktérym
niezwykle czgsto obserwuje si¢ niedobdr zelaza, jest
cigza, a wigc mozna uznaé, ze uzyskane wartosci stg-
zenia zelaza u badanych cigzarnych klaczy miescity
si¢ w zakresie normy ﬁZ]OlOglCZHC_] Nie stwierdzono
statystycznie istotnych rdznic w koncentracji zelaza
u cigzarnych klaczy po podaniu preparatow. U Zrebiat
nie stwierdzono réwniez wplywu podanych prepara-
tow na koncentracj¢ zelaza w surowicy (tab. 2). Wy-
nosita ona przed szczepieniem od 35,86 umol/l do
41,18 umol/l, po uptywie 3 tygodni—od 37,58 do 40,46
umol/l, a zatem byta prawie dwukrotnie wyzsza niz
u klaczy. Wysoka koncentracj¢ zelaza u 3-miesigcz-
nych zrebiat, wynoszaca 53,2 umol/l, zaobserwowaty
Cies$la i1 Janiszewska (4). Z kolei Brommer i van Ol-
druitenborgh-Oosterbaan (1) u cieptokrwistych 3-mie-
sigcznych zdrowych zZrebiat, przebywajacych w bok-
sach, stwierdzili, ze koncentracja zelaza wynosita 22,00
+ 11,99 umol/l. Jego wysoka koncentracja w surowi-
cy badanych Zrebiat mogla by¢ czynnikiem sprzyjaja-
cym do zachorowania na jersinioz¢. Wykazano, ze
w w1qks20501 przypadkow do bakteriemii na tle drob-
noustrojow z rodzaju Yersinia dochodzi przy przecia-
zeniu organizmu zelazem. Jednocze$nie ograniczona
jest woweczas liczba receptordéw dla transferyny w bto-
nie komoérek, w ktorych nastepuje najwigksze odkta-
danie zelaza (15).

Calkowita zdolno$¢ wiazania zelaza u badanych cig-
zarnych klaczy przed szczepieniem wynosita od 114,74
pmol/l (w grupie IV) do 120,70 umol/l (w grupie I1I)
(tab. 1). Wedhug Schorra (16), u dorostych zdrowych
koni TIBC waha si¢ od 64,22 do 123,79 umol/l. Naj-
wigkszy, statystycznie istotny wzrost TIBC zaobser-
wowano w grupie IV. Rowniez w tej grupie po 3 ty-
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Tab. 1. Wplyw szczepionki anty Y. pseudotuberculosis i immunostymulatora P. acnes na
stezenie frakeji 3, Zelaza, calkowitej i utajonej zdolnosci wigzania Zelaza oraz wysycenie

transferyny w surowicy klaczy (n = 10)

: Grupa
Czas Oznaczenie
| I i v

B4 (a) 7,95 + 1,44 7,78 + 0,68 8,25 + 2,01 7,73 + 0,54AB

Fe (umolf) 18,4 = 7,81 17,38 + 7,85 18,81 + 8,48 19,35 + 8,04
Pred — yuwri (o) 15,07 = 4,99 14,94 £10,65 | 15,58 %575 16,86 = 6,40
szczepieniem

TIBC (umolf) | 11520+ 7,50 | 116,34+6,85 | 12070929 | 114,74 + 7,820 8

UIBC (umolf) | 96,74+17,85 | 98,06:7,88 | 101,80+10,86 | 953 + 8,844

By (o) 7,30 = 0,692 8,02 = 0,51 873+000° | 910+ 0340A

Fe (umolf) 17421034 | 17,798,23 19,52 + 8,28 19,81 + 7,65
Tydzieh po | \yyrt (or) 14,91 £ 9,85 14,95 + 9,62 15,07 + 9,03 15,63 = 8,49
szczepieniu

TIBC (umolf) | 116,81 11,20 | 118,97+ 9,56 | 122,20+13,54 | 126,76 = 8,86

UIBC (ymol/) | 99,39 +10,96 | 101,03=11,28 | 102,68+12,65 | 106,95 + 9,95

By (0) 713+ 0512b¢ | 8,49 + 0,35 8880470 | 9,30+ 0,268

Fe (umol/) 18,88 = 9,96 19,80 = 9,67 19,67 £ 7,00 20,03 + 8,50
8 ygodnie Do | ¢ (o) 16,22 = 8,76 16,15 = 9,61 1520 £ 8,60 | 14,97 + 10,63
szczepieniu

TIBC (ymol/l) | 116,43 0,887 | 122581132 | 120.46+9,.84 | 139,84 = 8,323

UIBC (ymolf) | 97,55+12,71% | 102,78 12,87 | 107,72+11,23 | 118,91 + 8,108

Objasnienia: WWTT — wskaznik wysycenia transferyny; TIBC — calkowita zdolno$¢ wiazania
zelaza; UIBC — utajona zdolno$¢ wiazania zelaza; a, b, ¢ — rdznice istotne przy p < 0,01 dla

wartosci podanych w wierszach; A, B — roznice istotne przy p < 0,01 dla wartosci w kolumnach

Tab. 2. Wplyw szczepionki anty Y. pseudotuberculosis i immunostymulatora P. acnes na
stezenie frakeji 3, zelaza, calkowitej i utajonej zdolnosci wigzania Zelaza oraz wysycenie

transferyny w surowicy Zrebiat (n = 10)

Grupa
Czas Oznaczenie
1A 1A 1A IVA

B4 (/1) 6,61 + 1,282 6,98 + 2,41A 7,86 + 1,224 8,14 + 0,632.A

Fe (pmol/l) 37,46 + 9,42 35,86 + 9,76 40,34 + 10,68 41,18 + 13,59
Pred i (%) 36,99 + 9,38 33,70 = 9,95 35,44 + 13,72 34,10 = 13,59
szczepieniem

TIBC (pmol/l) | 101,26 + 9,102 106,41 + 10,39 | 113,83 + 12,68" | 120,78 + 9,082:A

UIBC (pmolfl) | 63,80 + 9,602 70,55 + 12,66 73,49 + 12,66A 79,60 + 9,402

B4 (ah) 6,77 + 0,893:b.¢ 8,76 + 0,722 8,57 + 0,83b.8 9,96 + 0,80¢

Fe (pmol/l) 38,55 + 9,19 36,63 + 9,92 40,42 + 9,06 40,21 + 11,58
Tydzieh po | yyyrt (or) 34,98+ 13,65 | 2029:13,92 | 31,46:10,24 | 29,79 +10,24
szczepieniu

TIBC (pmol/l) | 110,21 + 11,932 | 125,08 + 13,06 128,47 + 12,98 | 135,00 + 9,042A

UIBC (umol/l) | 71,66 + 12,232 88,45 + 11,46 88,05 + 13,73 94,79 + 10,672

B4 (/1) 6,39 + 0,533:b.¢ 9,32 + 0,872 | 10,81 + 0,57%AB | 982 + 0,584

Fe (umol/l) 39,90 + 9,94 37,58 + 12,42 40,46 + 12,38 40,34 + 13,90
8 tygodnie po |y gt (o) 36,26:12,33 | 2052:13,07 | 20,00:1279 | 30,07 = 10,68
szczepieniu

TIBC (pmol/l) | 110,05 + 13,6322 | 127,31 + 13,73 | 139,53 + 12,472:A | 134,16 + 12,530

UIBC (pmolfl) | 70,15 + 13,402. 89,73 +12,56 | 99,07 +11,962A | 93,82 + 12,870

Objasnienia: jak w tab. 1.

godniach nastapit statystycznie istotny wzrost UIBC.
Pomigdzy kontrolna grupa klaczy a grupa IV, po 3 ty-
godniach od podania preparatdow odnotowano statys-
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tycznie istotne rdznice za-
rowno w TIBC, jak 1 w
UIBC. Wzrost UIBC jest
istotny w przypadku zakazen
bakteryjnych. Bakteriosta-
tyczne dziatanie transferyny
klaczy wykazano w stosun-
ku do szczepu Y. pseudotu-
berculosis (5). Po podaniu
cigzarnym klaczom propio-
nibakterii i szczepionki anty
Y. pseudotuberculosis nie
stwierdzono statystycznie
istotnego wzrostu koncen-
tracji zelaza, a zaobserwo-
wano wzrost frakcji 8, (p <
0,01) 1 TIBC (p = 0,01)
(tab. 1). Przypuszcza sig, ze
ten zabieg miat wpltyw na
wzrost stgzenia transferyny
w wyniku zwigkszonego za-
potrzebowania na zelazo
proliferujacych komorek.
Harford i wsp. (11) stwier-
dzili, ze wzrost ekspresji re-
ceptorow dla transferyny jest
zwiazany z nasileniem pro-
liferacji i roznicowaniem sig
komorek oraz ze wraz ze
wzrostem potencjatu prolife-
racyjnego zwigksza si¢ za-
potrzebowanie komorki na
zelazo. Limfocyty T 1 B w
stanie spoczynku odstaniaja
kilka receptoréw dla trans-
feryny na swojej powierzch-
ni, natomiast podczas ak-
tywacji ich liczba szybko
1 znacznie wzrasta (11).
U wszystkich badanych kla-
czy, ze wzgledu na niskie
stezenie zelaza 1 wysoka
TIBC, wysycenie transfe-
ryny byto rowniez niskie
1 ksztattowato si¢ 2 tygodnie
przed porodem na poziomie
14,97-16,22%. Nie stwier-
dzono wptywu zastosowa-
nych preparatéw na stopien
wysycenia transferyny.
TIBC u zrebiat z grupy
IVA, przed podaniem prepa-
ratow, byta statystycznie
wyzsza (p < 0,01) niz w gru-
pie IA (tab. 2). Pomimo naj-

wyzszej koncentracji zelaza u tych zwierzat UIBC byta
takze statystycznie wyzsza niz w grupie kontrolnej.
Mozna zatem przypuszczaé, ze taczne podanie im-
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munostymulatora i szczepionki klaczom z grupy IV
wplynglo na wzrost catkowitej 1 utajonej zdolno$ci wia-
zania zelaza u ich potomstwa. Podanie preparatow spo-
wodowato wzrost TIBC po tygodniu u zrebiat z grupy
IVA, a po 3 tygodniach réwniez u zrebiat z grupy I1TA.
W obu grupach wzrost ten byt istotny na poziomie
p < 0,01. Por6wnujac rodzaje uodpornienia, statystycz-
nie istotne roznice TIBC stwierdzono pomigdzy gru-
pami A a IVA po tygodniu 1 pomigdzy grupa 1A
a grupami IIIA i IVA po 3 tygodniach od podania pre-
paratow. Statystycznie istotny wzrost (p < 0,01) UIBC
stwierdzono tylko w grupie IIIA po 3 tygodniach od
podania propionibakterii. Pordwnujac wptyw stosowa-
nych preparatéw na UIBC, po 3 tygodniach stwierdzo-
no statystycznie istotne roznice pomigdzy grupa A
a grupami [IIA 1 IVA (p < 0,01). Poniewaz podawanie
propionibakterii matkom, a nastgpnie ich potomstwu
wplynglo na wzrost Wolnej transferyny (a tym samym
doszlto do dodatkowej ochrony zakazonego zrebigcia
przed rozwojem choroby), mozna by tego typu wak-
cynacj¢ wykorzysta¢ w ochronie zrebiat, zanim zosta-
nie w pelni wyksztatcona u nich odporno$¢ humoral-
na swoista.

Wysycenie transferyny u badanych Zrebiat wynosza-
ce 0d 29,00% do 36,99% byto dwukrotnie wyzsze niz
u klaczy 1 jest charakterystyczne dla zdrowych aktyw-
nych zrebiat (1). Nie stwierdzono wptywu zastosowa-
nych preparatéw u zrebiat na wysycenie transferyny
zelazem. Zardwno wysokie stezenie zelaza, jak 1 wy-
sycenie nim transferyny moze by¢ czynnikiem sprzy-
jajacym I'OZWQ]OWI chorob na tle mikroorganizmoéw,
ktérych rozwoj jest zelazozalezny.

W odpowiedzi na infekcj¢ bakteryjna organizm re-
aguje obnizeniem poziomu zelaza we krwi, co stwa-
rza niekorzystne warunki do rozmnazania si¢ drobno-
ustrojow. Pomimo tego rodzaju zabezpieczenia orga-
nizmu wykazano, ze niektore szczepy Yersinia ente-
rocolitica 1 Y. pseudotuberculosis produkuja sidero-
fory zdolne do wychwytywania zelaza z transferyny
badz do wykorzystywania jonéw Fe**. Wysoka choro-
botworczos¢ pateczek Yersinia zwiazana jest z obec-
noscia wyspy wysokiej patogennos$ci, zawierajacej
geny odpowiedzialne za produkcj¢ sideroforu (yersi-
niabactim), ukierunkowanego na zelazo (2). Ekspre-
sja tych genéw zachodzi wowczas, gdy zelazo w $ro-
dowisku wystepuje w formie nieprzyswajalnej (Fe*")
dla bakterii (13). Receptory dla tego sideroforu wyste-
puja w zewngtrznej czgsci blony komorkowej pato-
gennych bakterii z rodzaju Yersinia (3). Do takich drob-
noustrojow nalezat ze wzgledu na wytwarzane czyn-
niki zjadliwosci, wyizolowany od padlych Zrebiat
szczep Y. pseudotuberculosis (9).
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