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Wplyw tylozyny i prebiotykow
na aktywnos¢ fagocytarng granulocytow
obojetnochtonnych krwi cielat
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Effect of tylosin and prebiotics on the phagocytic activity of polimorfonuclear blood leukocytes in calves

Summary

The aim of the study was to estimate the effect of tylosin and prebiotics (B-glucans and mannanooligo-
saccharides) added to feed on the phagocitc activity of polimorfonuclear leukocytes (PMNL) in calves. The
study was performed on 36 clinically healthy, Black and White Lowland calves, aged 6-8 weeks. The animals
were randomly divided into three equal groups. Calves in group I were fed a feedingstuff supplemented
with tylosin. Group II received prebiotics, and group III (control) was fed the same feedingstuff without
additives. The following phagocytic parameters were determined in the peripheral blood of the calves:
phagocytic index (IF), the percentages of phagocytic (%kf) and NBT-positive cells, and the spontaneous
migration of neutrophils (MG). The results showed that both prebiotics and tylosin caused a significant
increase in the phagocytic activity of PMNL in the experimental groups. This was expressed by the higher

values of the examined phagocytic parameters compared with the controls.
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Wprowadzenie zakazu stosowania antybiotykowych
stymulatorow wzrostu (ASW) w zywieniu zwierzat
wymusito potrzebg poszukiwania nowych, najlepiej
naturalnych stymulatoréw odpornosci, ktére poprzez
korzystny wptyw na uklad immunologiczny zmniej-
szatyby podatnosc organizmu na choroby. Jak wyka-
zaly wczes$niejsze badania, substancjami takimi moga
by¢ prebiotyki, a wsrod nich zwlaszcza f-glukany
i mannanooligosacharydy, ktore stymuluja znaczaco
odporno$¢ organizmu (12, 13, 19). Substancje te po-
zyskiwane sa ze Scian kom(')rkowych drozdzy Saccha-
romyces cerevisae (21) 1 ciesza si¢ szczegolnym zain-
teresowaniem hodowcow. W przeciwienstwie do pro-
biotykow charakteryzuja si¢ wigksza trwatoscia, a ich
dziatanie nie jest uwarunkowane przezywalnoscia po
spozyciu. Jako jeden z wielu komponentéw moga by¢
dodawane do réznych produktow paszowych (21).
Szczegotowe mechanizmy dziatania zaréwno tylozy-
ny stosowanej do niedawna jako ASW, jak 1 prebioty-
kéw nie zostaly dotychczas poznane. Obecnie tylozy-
na moze by¢ stosowana nadal w formie doustnej jako
substancja czynna w paszach leczniczych. Dotychczas
dowiedziono, ze antybiotyk ten wplywata korzystnie
na zmiany w strukturze $cian jelit zwierzat, a poprzez

lepsze ich ukrwienie i poprawg resorpcji sktadnikow
pokarmowych pozwalata uzyska¢ lepsze efekty pro-
dukcyjne (15). Ponadto, podobnie jak prebiotyki, ty-
lozyna rowniez uwazana jest przez niektorych bada-
czy za substancj¢ o wlasciwosciach immunomodulu-
Jacych ().

Niniejsze opracowanie stanowi kontynuacje wczes-
niejszych badan, w ktérych wykazano korzystny wptyw
prebiotykow i tylozyny na wybrane parametry odpor-
nos$ci humoralnej, stan funkcjonalny zwacza oraz efek-
ty produkcyjne 1 0ogdlna zdrowotnos¢ cielat (10-13).

Obecne badania miaty na celu oceng wplywu za-
réwno tylozyny, jak 1 prebiotykow na aktywnos$¢ fa-
gocytarng granulocytéw obojetnochtonnych we krwi
obwodowej cielat.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 36 klinicznie zdrowych cie-
lgtach rasy ncb, w wieku 6-8 tygodni. Po dwutygodniowym
okresie adaptacji po przebytym transporcie, zwierzgta zo-
staty podzielone losowo na trzy roéwne grupy (n = 12). Do
grupy | zaliczono cielgta, ktore przez okres 7 tygodni otrzy-
mywaly pasz¢ z dodatkiem premiksu Tylan G 100 (Elan-
co). Jeden kilogram premiksu zawiera 100 g substancji
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czynnej w postaci fosforanu tylozyny. Kazdorazowo, sto-
sujac ten premiks, przygotowywano cielgtom w grupie I
mieszanke paszy tresciwej (CJ) z tylozyna, na wzor pasz
leczniczych. Podawano ja raz dziennie, na czczo w godzi-
nach porannych, a jednorazowa dzienna dawka tylozyny
na zwierzg wynosita 9,4 mg/kg m.c. Z kolei cielgta z dru-
giej grupy eksperymentalnej (gr. II) zywione byly pasza CJ
z dodatkiem prebiotyku w postaci preparatu Alphamune
(Alpharma), zawierajacego w swoim sktadzie B-glukany
(26%) i mannanooligosacharydy (MOS) (28%). Wspomnia-
ne prebiotyki podawano cielgtom tej grupy rowniez przez
7 tygodni w jednorazowych, dziennych dawkach, odpo-
wiednio: B-glukany — 49 mg/kg m.c. i MOS — 52 mg/kg
m.c. Pozostate zwierzgta, ktore stanowily grupg kontrolna,
zywione byly tq sama mieszanka CJ bez wspomnianych
wyzej dodatkow.

Krew do badan laboratoryjnych pobierano od cielat z zyty
szyjnej zewngtrznej, przez okres 7 tygodni, dwukrotnie
w ciggu tygodnia. Zbierano ja do probowek z antykoagu-
lantem (heparyna; 20 U/ml krwi).

Kompleksowe badanie zdolno$ci fagocytarnych granu-
locytéw obojetnochtonnych we krwi obwodowej cielat
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okreslano na podstawie ustalenia odsetka aktywnych w pro-
cesie fagocytozy komorek (% kf), ich indeksu fagocytar-
nego (IF) oraz odsetka granulocytow NBT dodatnich i pola
spontanicznej migracji neutrofilow. Dwa pierwsze paramet-
ry, tj. % kf'i IF oceniano przy zastosowaniu metody Slopka
(16) w odniesieniu do 100 przebadanych neutrofilow
(PMNL), przy czym za komorki fagocytujace uznawano
te, ktore w cytoplazmie zawieraly co najmniej 3 pochto-
nigte bakterie. Natomiast indeks fagocytarny okreslano na
podstawie $redniej liczby pochtonigtych bakterii przypa-
dajacych na jedna komorke Zerna.

Przy uzyciu spektrofotometrycznego testu redukcji btg-
kitu nitrotetrazoliowego (NBT; Nitro Blue Tetrazolium Test)
wg Ramana i Polanda z p6zniejszymi modyfikacjami Czar-
nomysy-Furowicz i Furowicz (5) oznaczano odsetek gra-
nulocytow NBT-dodatnich we krwi obwodowej cielat. Na-
tomiast zdolnos¢ spontanicznej migracji granulocytow obo-
jetnochtonnych cielat (MG) oceniano metoda wg Seborga
(cyt. za 6).

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystycz-
nej z wykorzystaniem programu Statgraphics Centurion.
W celu poréwnania grup eksperymentalnych z grupa kon-

Tab. 1. Srednie warto$ci wskaznikow aktywno$ci fagocytarnej u cielat zywionych pasza z dodatkiem tylozyny (gr. I), prebio-

tykow (gr. II) i kontrolnych (gr. III)

Parametry (x + SD)
Dzieii % kf IF NBT (%) MG (mm2)
badania grupa grupa grupa grupa
| ] 1]} | ] | ] ] | Il ]
0 82,00 84,00 82,00 22,10 22,07 22,03 12,09 12,10 12,25 11,96 11,43 11,07
+1,00 + 2,65 +2,00 + 0,85 +0,78 +2,04 + 0,54 + 0,64 + 0,84 +1,13 + 0,36 + 0,51
? 80,00 83,67 81,00 22,33 21,15 20,67 13,20 15,54 12,43 11,72 12,10 9,69
+1,00 +2,08 +2,00 +0,57* + 0,83 + 0,81 + 0,60 +0,77* +0,20 +1,03 +0,52* +1,4
7 85,00 94,67 83,33 22,10 21,70 19,97 14,30 14,50 13,25 12,43 10,43 10,22
+1,00 + 3,07 2,31 +0,70* +0,61* +1,15 + 0,68 +1,42 + 0,35 +0,73* + 0,30 +0,93
9 82,00 94,67 80,00 20,30 21,43 19,17 13,51 13,20 11,86 11,26 10,10 9,23
+ 3,00 +2,52* + 3,21 +0,26* +0,40* + 0,64 +0,20 +1,15 + 0,85 +1,52* + 0,74 +0,79
14 85,00 95,33 81,00 22,27 22,80 18,83 13,38 13,78 13,05 11,84 12,50 10,45
+1,00 +1,53* + 4,36 +1,01* +0,20* + 0,71 + 0,56 + 0,63 + 0,54 +0,97* +0,41* + 0,42
16 86,00 91,33 83,67 21,80 22,70 19,53 14,24 14,78 12,33 11,69 12,18 10,61
+1,00 +2,52* +1,53 +0,30* +0,53* + 0,60 + 0,53 +1,53* + 0,61 +0,73* +0,73* + 0,76
21 83,33 89,33 80,33 20,70 22,40 19,07 13,79 13,95 12,78 12,18 12,15 10,57
+5,03 + 6,43 +1,53 +0,26* +0,36* + 0,96 +0,29 + 0,17 + 0,84 +0,62* +0,34* + 0,46
23 82,33 91,33 80,00 22,93 23,93 20,28 12,54 12,21 12,56 13,92 13,72 10,99
+2,08 + 3,06* +1,00 +0,15* +0,15* + 0,16 +1,00 + 0,84 + 1,26 +2,13* +0,42* + 0,46
28 81,00 88,67 80,00 23,63 27,50 21,87 13,36 12,42 10,79 11,10 11,80 11,76
+ 3,06 +2,08* +2,00 +1,33 +1,78* + 1,66 +0,38* + 0,55* + 0,37 +0,74 + 0,66 +0,71
30 81,00 89,00 81,00 23,13 24,73 19,93 13,68 13,23 12,06 9,79 11,13 9,48
+1,00 +1,00* +1,00 +0,90* +0,47* +0,15 +0,32* +0,27* +0,70 +1,08 +0,55* + 0,67
35 81,00 87,67 82,00 21,70 24,47 19,63 12,74 11,42 10,99 12,32 12,93 9,14
+1,53 +1,15* +1,00 + 1,47 + 0,57 + 0,60 +1,11 + 1,66 + 0,98 +1,65* +1,30* + 0,60
37 83,33 87,00 79,00 20,90 23,63 20,30 13,07 13,74 11,33 11,90 10,87 9,28
+1,53* +3,00* +1,00 +0,10 +0,32* + 0,26 +0,73* +1,02* +0,34 +0,99* +0,48* +0,35
42 81,33 83,67 80,00 21,33 23,90 19,13 14,98 13,91 11,59 11,77 9,90 8,43
+1,53 +1,53* +1,00 +1,05* +0,89* + 0,32 +0,67* +0,37* + 0,20 + 0,44* +0,21* +0,33
44 82,33 81,00 79,33 20,57 22,00 19,67 14,61 14,88 11,68 10,07 9,58 1,73
+1,53* +1,00 +1,53 + 0,64 +1,71 + 0,42 + 2,37 +1,13* + 0,63 +1,20* +0,37* +0,33

Objasnienie: * — roznice istotne statystycznie przy o = 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolnej
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trolna wykonano analiz¢ wariancji oraz wyznaczono naj-
mniejsze istotne rdéznice LSD Fishera na poziomie istot-
nosci a = 0,05.

Wyniki i omowienie

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podawanie
prebiotykéw (gr. II) i tylozyny (gr. I) wplynglo istotnie
na wzrost odsetka komorek fagocytujacych (% kf)
1indeksu fagocytanego (IF) oraz ich zdolnosci do spon-
tanicznej migracji (MQG) (tab. 1). U cielat z grupy II
miedzy pierwszym (,,proba O”) a 14. dniem do$wiad-
czenia, kiedy to % kf byl najwyzszy, warto$ci analizo-
wanego parametru wzrosty z 84,00 + 2,65 do 95,33
+ 1,53%. Natomiast indeks fagocytarny ulegt zwigk-
szeniu z 22,07 +£ 0,78 do 27,50 + 1,78 w 28. dniu do-
$wiadczenia. Wielko$¢ pola migracji PMNL u cielat
z grupy Il wzrostaz 11,43 £ 0,36 mm? do 13,72 + 0,42
mm? w 23. dniu prowadzonych badan. Tendencje wzro-
stowe byly obserwowane u cielat grupy I, zywionych
pasza z dodatkiem tylozyny, niemniej Jednak % kf, IF,
jak réwniez wielko$¢ pola spontanicznej migracji gra-
nulocytéw ksztaltowaty si¢ na nizszym poziomie niz
w grupie II. Otrzymane wartosci rdznity si¢ jednak
istotnie w poroéwnaniu z grupa kontrolna. Ponadto,
w przypadku cielat grupy Il zaobserwowano statystycz-
nie istotny wzrost odsetka komoérek NBT-dodatnich
juz w drugim dniu badania w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (tab. 1). Natomiast w grupie I istotne staty-
stycznie roznice (o = 0,05) odnosnie do tego paramet-
ru zanotowano dopiero w 28. dniu doswiadczenia, przy
czym najwyzsza jego wartos¢ stwierdzona zostata
w 42. dniu badania i wynosita ona 14,98 + 0,67%. Dla
poréwnania: w grupie kontrolnej odsetek granulo-
cytow NBT-dodatnich w tym samym czasie wynosit
11,59 + 0,20%.

O wyraznych wilasciwo$ciach immunostymuluja-
cych B-glukandw i tylozyny $wiadcza zaobserwowa-
ne w badaniach wtasnych zmiany w zakresie aktyw-
nosci fagocytarnej neutrofilow we krwi obwodowej
badanych cielat. Oceniane parametry (% kf, IF, NBT,
MG) wskazuja jednoznacznie na zwigkszenie tej ak-
tywnosci. Nalezy jednak podkresli¢, ze zdecydowanie
silniejsze zdolnosci fagocytarne wykazywaly komor-
ki zerne (neutrofile) cielat, u ktorych zastosowano
w zywieniu dodatek prebiotykow. Wielu autoréw zwra-
ca tez uwagg na poprawg aktywnosci fagocytarnej leu-
kocytow u rdéznych gatunkow zwierzat po eksperymen-
talnym podaniu im B-1,3/1,6 glukanéw (3, 9, 14, 17,
18,21, 22). Szczegbdtowa analiza wcezesniejszych wy-
nikow wiasnych badan (13) wykazata znaczace pobu-
dzenie zdolnos$ci fagocytarnych komoérek zernych
w przypadku cielat zywionych pasza z dodatkiem ty-
lozyny, co mozna wiazaé¢ z bezposrednim wpltywem
TNF na ten proces, ktorego ilos¢ zwigkszata sig istot-
nie u tych zwierzat (13). Jak wiadomo, TNF aktywuje
neutrofile, zwigkszajac ich wlasciwosci fagocytarne
1 przyspiesza ich uwalnianie ze szpiku. Stymuluje on
takze wytwarzanie reaktywnych form tlenu w cytoplaz-
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mie komorek zernych i wzmaga ich wtasciwosci bak-
teriobojcze oraz cytotoksyczne (2). Rezultaty badan
Baba i wsp. (1) wskazuja rowniez na wiodaca rolg tej
1innych cytokin w immunomodulujacym mechanizmie
dziatania tylozyny.

Jak zaobserwowali Sakurai i wsp. (7), wptyw B-glu-
kanow na aktywnos¢ fagocytarna komorek w duze;
mierze uzalezniony jest od dawki i drogi ich podania.
W badaniach Milewskiego i wsp. (4) stosowano 3-glu-
kany per os u jagniat, w dawce 80 mg/kg m.c.; bada-
nia wlasne wykazaty, ze zastosowanie podobna droga
B-glukanow juz w dawce 49 mg/kg m.c. przynosi ko-
rzystne efekty w stymulacji uktadu immunologiczne-
go cielat. Z kolei dozylne stosowanie B-glukandéw in-
dukuje istotnie makrofagi do produkcji H O, 1 IL-1 oraz
wzmaga zdolnosci bakteriobdjcze zalezne od tlenu,
natomiast dootrzewnowa droga ich podania nie powo-
duje takleJ reakcji. Dane literaturowe wskazuja row-
niez, ze u myszy, szczurow, ryb oraz jagniat doustne
podawanie B-glukanéw wplywa efektywnie na popra-
we¢ aktywnos$ci fagocytarnej komorek Zernych tych
zw1erzqt (8, 14, 19, 20). Doniesienia te sa jednak nie-
liczne i nie prezentuja w peini danych odno$nie do
innych zwierzat, w tym zwlaszcza bydta. Badania wias-
ne dostarczaja wigc nowe informacje na ten temat.

Reasumujac, uzyskane wyniki wskazuja, ze prebio-
tyki, jak réwniez tylozyna pobudzaty istotnie aktyw-
nos$¢ fagocytarng granulocytow obojetnochtonnych we
krwi obwodowej cielat (PMNL) w zakresie wzrostu
odsetka komorek fagocytujacych (% kf) i NBT-dodat-
nich, warto$ci indeksu fagocytarnego (IF) oraz pola
spontanicznej migracji tych komorek (MG).
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