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Influence of enrofloxacine, florfenicol, and ceftiofur on IgY in the yolk sac and serum in chicks

Summary

Maternal antibodies (matAb) can protect avian embryos and young birds after hatching against vertically
transmitted pathogens. In birds, maternal IgY in egg yolk is transferred across the yolk sac through the FcRY
receptor to passively immunize chicks. High-affinity binding occurs at pH 6, and does not occur at pH greater
than 8.0. This study aimed to evaluate the influence of enrofloxacine, florfenicol, and ceftiofur on maternal
IgY concentration in the yolk sac and serum of newly hatched chicks. In this study 184 one-day-old chicks
were administered enrofloxacine, florfenicol, or ceftiofur in recommended doses according to the currently
recommended treatment schedule. The yolk sac and blood were collected daily from day 1 to day 5 (yolk sac)
or 7 (blood) of the experiment. Then, the samples were subjected to radial immunodiffusion investigation. The
experiment showed that the concentration of IgY in serum on day 3 after the administration of ceftiofur and
florfenicol was higher than that in the control group or the enrofloxacine group. It was also shown that after
enrofloxacine treatment the level of IgY was higher in the yolk sac on day 4 of the experiment and lower in
serum on day 5 of the experiment compared with the corresponding levels of IgY in the ceftiofur and florfenicol
groups. These results suggest that the administration of enrofloxacine, florfenicol, and ceftiofur might influence

the efficiency of matAb transfer from the yolk sac to the bloodstream of chicks.
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W okresie okotolegowym uktad odpornosciowy
ptakoéw nie jest jeszcze w petni efektywny, stad tez pi-
skleta szczegdlnie narazone sg na ekspozycje na rozne
patogeny znajdujace si¢ w srodowisku. Dodatkowo,
w tym samym czasie oddzialuje na ptaki wiele czyn-
nikow stresogennych (transport, nowe warunki §rodo-
wiskowe), jak rowniez stosowana czgsto antybiotyko-
terapia. Zanim dojdzie do rozwoju w pelni efektywnej
odpornosci czynnej, niezwykle wazng rolg odgrywaja
przeciwciata matczyne (mat Ig, mAb) (1, 14). Transfer
przeciwcial matczynych u ptakéw zachodzi w dwoch
etapach. Wysokie miano przeciwcial w surowicy krwi
nioski tworzy gradient umozliwiajacy jednokierun-
kowe przemieszczanie IgY, na zasadzie endocytozy
wzdhuz nabtonka pgcherzykdw jajnikowych, po czym
przeciwciata dostajg si¢ do biatka lub zo6ttka jaj podczas
oogenezy. W dalszym etapie, przy udziale receptoréw
dla fragmentoéw statych immunoglobulin FcRn (n =
neonatal), u ptakow nazywanych FcRY przeciwciala
sa wychwytywane i przemieszczane do krwiobiegu
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rozwijajacego zarodka (13, 17, 19, 21). Hamal 1 wsp.
(7) wykazali, ze ogolny poziom IgY w surowicy lub
jaju moze by¢ bezposrednim wskaznikiem transferu
matAb do krazenia pisklecia, z oczekiwanym pozio-
mem okoto 30%. Przekazywanie immunoglobulin
do wnetrza jaj jest zatem proporcjonalne do poziomu
przeciwcial obecnych w surowicy krwi nioski, nato-
miast do krwiobiegu zarodka dostaje si¢ okoto %5 ich
ilosci (2, 10). Tylko przeciwciata potaczone za pomoca
fragmentow stalych z receptorem FcRY ulegajg trans-
cytozie, a proces ten zalezny jest od pH $rodowiska.
Potaczenie z receptorem btony woreczka zottkowego
jest najbardziej efektywne przy pH = 6 (naturalne
pH zottka jaj), natomiast w pH = 8 proces ten zostaje
zahamowany (3, 21). Ilo$¢ przekazanych przeciwciat
zalezy od wielu innych czynnikow, zarowno indywi-
dualnych matek (genetyka, wiek, poziom hormondw,
stres, faza owulacji), jak 1 srodowiskowych (dostep-
nos$¢ biatka, pora roku). Ilo§¢ matAb w woreczku
z6ltkowym koreluje pozytywnie z kondycja zdrowotng
niosek, z kolei obecno$¢ matAb w krwiobiegu kurczat
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zalezy od masy ciata pisklecia, jego metabolizmu,
rozwoju, jak rowniez od czynnikéw wpltywajacych
na mechanizm receptorowego wychwytu matAb,
w tym zmiany pH $rodowiska. Dodatkowo, wszelkie
zakazenia bakteryjne notowane u pisklat w okresie
okotolegowym (glownie na tle Enterococcus fecalis,
E. coli, Proteus sp., Pseudomonas sp., Staphylococcus
sp.) wywotujace zapalenie woreczka zottkowego maja
negatywny wplyw na resorpcje przeciwcial. Zakazenia
te skutkuja czgsto procesem uogédlnionym i w efekcie
podwyzszong smlertelnoscw}, szczegblnie w pierw-
szych dniach zycia pisklat. Z tego wzgledu w wielko-
towarowej produkcji drobiarskiej chemioterapeutyki
przeciwbakteryjne sg szeroko stosowane juz od 1.-2.
dnia zycia ptakéw. W dostgpnym pi§miennictwie brak
jest opracowan na temat wptywu chemioterapeuty-
kéw, w tym enrofloksacyny, florfenikolu czy ceftio-
furu na uktad odpornosciowy ptakéw, szczegdlnie
w odniesieniu do pisklat. Natomiast Ellakany i wsp.
(4) wykazali, ze podawanie enrofloksacyny w dawce
przekraczajacej 10-krotnie zalecang zmniejsza liczbe
limfocytéw w krwi u dorostych kur. Dodatkowo, za-
obserwowano zmiany w strukturze bursy Fabrycjusza,
szczegblnie wyrazong rozrzedzeniem oraz deplecja
komorek bursalnych. Z kolei Tokarzewski (20) wy-
kazat, ze enrofloksacyna moze negatywnie wptywac
na poziom specyficznych przeciwcial IgY zaréwno
w surowicy kur, jak tez w z6ttku jaj pochodzacych od
niosek stymulowanych zywym szczepem Salmonella
Enteritidis 1 leczonych przez 10 dni enrofloksacyna
lub chloramfenikolem.

Celem badan bylo okreslenie wptywu wybranych
chemioterapeutykow przeciwbakteryjnych podawa-
nych w okresie okololegowym (enrofloksacyna, flor-
fenikol oraz ceftiofur) na poziom przeciwcial matczy-
nych w woreczku zottkowym oraz surowicy kurczat.

Material i metody

Jednodniowe kurczgta stad rodzicielskich Hubbard Flex,
ptci meskiej (w ilosci 184 sztuk) zostaly zakupione w ko-
mercyjnej wylegarni i umieszczone w wiwarium Katedry
Epizootiologii z Klinikg Ptakow i Zwierzat Egzotycznych.
Po wylegu u ptakéw uzytych do doswiadczen nie wykonano
zadnych szczepien profilaktycznych. Wszystkie doswiad-
czenia wykonano w warunkach zgodnych z Ustawg z dnia
21 sierpnia 2007 r. o ochronie zwierzat (Dz. U. z 2003 r.,
Nr 106, poz. 1002), przy catodobowym dostepie do wody
1 paszy, za zgoda Il Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw
Doswiadczen na Zwierzetach we Wroctawiu.

W pierwszej (DZ1) oraz drugiej (DZ2) dobie zycia po
8 kurczat poddano eutanazji, a krew oraz tre$§¢ woreczka
zottkowego pobrano do dalszych analiz. Pozostate 168
kurczat w drugim dniu zycia (DZ2) podzielono na cztery
grupy doswiadczalne, po 42 piskleta w kazdej: grupa E —
kurczeta otrzymujgce enrofloksacyne (Enrofloxan®, Biofak-
tor, Skierniewice, Poland) bezposrednio do wola w dawce
terapeutycznej 10,0 mg/kg m.c. poczawszy od 2. dnia
zycia, przez 5 kolejnych dni, grupa F — kurczeta otrzymu-
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jace florfenikol (Floron®, KRKA, Novo Mesto, Slovenia)
w dawce 30 mg/kg m.c. bezposrednio do wola poczawszy
od 2. dnia zycia przez 5 kolejnych dni, grupa C — kurczeta
otrzymujace ceftiofur (Cefur®, ScanVet, Skiereszewo —
Gdansk, Poland) w dawce 2.0 mg ceftiofur sodium/kg m.c.,
grupa K — kontrolna, kurczeta nie otrzymujace zadnego
z chemioterapeutykow, jedynie ekwiwalent wody do picia
bezposrednio do wola. Codziennie (w 2., 3., 4., 5., 6., 7.
dniu zycia) z kazdej grupy (n = 7) kurczeta poddawano eu-
tanazji, a krew pobierano do analiz. W przypadku woreczka
z6ltkowego pobieranie probek, w zwigzku z jego naturalng
resorpcja, trwato do 5. dnia eksperymentu. Surowica oraz
tres¢ woreczka zottkowego postuzyty do badan pozwala-
jacych okresli¢ stezenie przeciwciat IgY, ktore oznaczano
w tescie immunodyfuzji radialnej wg Mancini 1 wsp. (12).
Uzyskang surowice umieszczano w ilosci 10 pg w zelu
agarozowym zawierajagcym surowice kozy anty-IgY kury.
Natomiast zawarto$¢ woreczka zottkowego rozcienczano
w stosunku 1 : 4 w PBS (pH = 7,2) i nastgpnie umieszczano
w ilosci 10 pg w zelu agarozowym zawierajacym surowice
kozy anty-1gG kury. Plytki inkubowano przez 24 godziny
w temperaturze pokojowej, w komorze wilgotnej. Po tym
czasie odczytywano $rednicg pierscienia precypitacyjnego.
Stezenie immunoglobulin oznaczano na podstawie poréw-
nania z krzywg standardowsa, utworzona z IgG o stezeniu
1, 2 14 mg/ml (ChromPure chicken IgY (IgG), whole mo-
lekule, Jackson ImmunoResearch).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej, wyli-
czajac srednig i odchylenie standardowe, a istotno$¢ roznic
migdzy $rednimi warto$ciami cechy dla grup oceniono za
pomocg jednoczynnikowej analizy wariancji i testu Dunca-
na. Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca programu
Statistica 10.0 (StatSoft Polska Sp. z 0.0., Krakéw, Polska).

Wyniki i omowienie

Wartosci $rednie poziomu IgY w woreczku zott-
kowym oraz surowicy kurczat w poszczegdlnych
grupach badanych przedstawiono naryc. 1. W 3. dniu
doswiadczenia (DZ3) w surowicy kurczat wykazano
wyzszy poziom IgY w grupie ptakéw, ktorym poda-
wano ceftiofur lub florfenikol, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej PBS (p <0,001) oraz grupy ptakdw, ktorym
podawano enrofloksacyne. Wyniki badan moga suge-
rowac, ze w przypadku podazy ceftiofuru lub florfe-
nikolu dochodzi do wczesniejszej resorpcji wigkszej
ilosci matAb z woreczka zottkowego do krwiobiegu
pisklat niz ma to miejsce w pozostatych grupach
(kontrolna, lub enrofloksacyna). Dodatkowo za po-
twierdzeniem tej hipotezy moga przemawia¢ wyniki
kolejnych dni. W 4. dniu do$wiadczenia (DZ4) wy-
kazano wyzszy poziom IgY w woreczku z6itkowym
w gruple ptakow ktérym podawano enrofloksacyne,
w porownaniu do grupy ptakow, ktorym podawano
florfenikol lub ceftiofur (p <0,05) oraz nizszy poziom
IgY (p < 0.05) w surowicy w 5. dniu do$wiadczenia
(DZ5) w grupie kurczat otrzymujacych enrofloksacy-
n¢ rowniez w poréwnaniu do grupy ptakéw, ktorym
podawano pozostate antybiotyki. Natomiast w 7. dniu
doswiadczenia (DZ7) poziomy IgY we wszystkich gru-
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dnia dla papug (4ra ararauna) (15,
16). Kurczeta rozpoczynaja synteze
endogennych przeciwciat 3-4 dni po
wykluciu, jednakze nie sg immunolo-
gicznie niezalezne, dopoki wszystkie
przeciwciala matczyne nie zostang ska-
tabolizowane z ich krwiobiegu (7, 9).
Biorgc réwniez pod uwage powyzsze,
cytowane badania, mozna wysuna¢ hi-
poteze, ze wigksza 1lo§¢ matAb (a tym
samym szybsze ich wchtonigcie do
krwiobiegu) po podazy ceftiofuru lub
florfenikolu w trzecim dniu Zycia kur-
czat ulegla nastgpnie obnizeniu (w 7.
dniu zycia) w zwigzku z ich naturalnym
katabolizmem (okresem poéitrwania),
podczas gdy w grupie otrzymujacej en-
rofloksacyne (jak 1 kontrolnej) resorpcja

Dz 1 Dz 2 Dz 3 Dz 4 Dz 5

Dz 6

Dz7

odbywata si¢ na podobnym (,,statym™)

Ryec. 1. Wartosci Srednie IgY w woreczku zéltkowym oraz surowicy kurczat

w poszczegolnych grupach badanych

Objasnienia: Dz — dzien doswiadczenia, linia pionowa — dzien rozpoczecia podawa-
nia chemioterapeutykow; K, C, F, E — $rednie wartosci poziomu IgY w woreczku
z6ttkowym w poszczeg6lnych grupach badanych; Ks, Cs, Fs, Es — §rednie wartosci
poziomu IgY w surowicy w poszczegdlnych grupach badanych; ** —rdznica istotna
statystycznie przy p < 0,001; * — roznica istotna statystycznie przy p < 0,05

pach doswiadczalnych kurczat r6znily si¢ nieco miedzy
soba, jednak roznice te nie byly istotne statystycznie.

Z badan opublikowanych przez Tokarzewskiego
(20) wynika, ze podawanie chemioterapeutykow
przeciwbakteryjnych wplywa negatywnie na syntezg
przeciwciat u niosek, natomiast w badaniach wta-
snych wykazano, ze moze rowniez zmienia¢ dyna-
mike resorpcji przeciwcial matczynych z woreczka
Zoltkowego kurczat. Informacje te moga mie¢ istotne
znaczenie i zastosowanie w praktyce lekarsko-wete-
rynaryjnej, szczegolnie w przypadku prawidtowego
wyboru terminu szczepienia kurczat przeciwko choro-
bie Gumboro (2). Uwzgledniajac te informacje, mozna
zatozy¢, ze poziom matAb w woreczku zottkowym
pisklat pochodzacych od niosek wczesniej leczonych
chemioterapeutykami przeciwbakteryjnymi jest nizszy
niz u kurczat pochodzacych od niosek nieleczonych.
Ponadto, zastosowane we wczesnym okresie powyle-
gowym chemioterapeutyki (np florfenikol, ceftiofur
czy enrofloksacyna) moga zmienia¢ tempo wchlamama
przeciwcial z woreczka zottkowego. Nalezy rowniez
podkresli¢, ze protekcja gwarantowana za posrednic-
twem matAb jest zazwyczaj krotkotrwata, w zwigzku
z katabolizmem przeciwcial. U wigkszo$ci gatunkoéw
ptakow matczyne przeciwciata zanikaja miedzy 5.-14.
a 21. dniem (specyficzne przeciwciata skierowane
przeciwko wirusowi choroby Gumboro), w poroéwna-
niu chociazby z ssakami, u ktorych matAb wystepuja
dtuzej, nawet do kilku miesigcy (5, 6, 8, 11, 18). Czas
pottrwania matAb wynosi okoto 3-7 dni dla kurczat,

poziomie kazdego dnia.

Reasumujac, wyniki badan wskazu-
ja, ze zastosowane chemioterapeutyki
nie wptywaja negatywnie na resorpcje
przeciwcial matczynych u kurczat,
natomiast mogg zmienia¢ ich tempo
wchlaniania. Florfenikol i ceftiofur
w porownaniu z enrofloksacyng przy-
spieszaja resorpcj¢ przeciwciat w pierwszych dniach
po ich podaniu.
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