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MAREK SZCZUBIAL

Ksztaltowanie si¢ stezenia IFN-y w surowicy Swin
z zespolem MMA

Concentration of IFN-y in serum of sows with MMA syndrome

Streszczenie. Badania przeprowadzono na 10 $winiach, u ktérych po porodzie wystapity objawy
MMA (grupa doswiadczalna) i 10 zdrowych $winiach (grupa kontrolna) pochodzacych z jednego
gospodarstwa o zamknigtym cyklu produkcyjnym. Stezenie IFN-y mierzono 48-72 i 12-24 godz.
przed porodem oraz 12-24 i 48—72 godz. po porodzie komercyjnym testem ELISA. Badania wy-
kazaly statystycznie istotnie wyzsze st¢zenia IFN-y w surowicy §win grupy do$wiadczalnej niz
grupy kontrolnej zaréwno przed porodem, jak i po porodzie. Wskazuje to na udzial IFN-y
w patogenezie zespolu MMA. Oznaczanie st¢zenia I[FN-y w surowicy $win w okresie okotoporo-
dowym moze by¢ przydatne do wczesnego diagnozowania oraz monitorowania przebiegu tej
choroby.

Stowa kluczowe: cytokiny, IFN-y, zespot MMA, §winie

WSTEP

Zespot mastitis-metritis-agalactia (MMA) pozostaje ciagle najczgstszym zaburze-
niem okresu okotoporodowego u §win [Hermanson i in. 1978, Béckstrom i in. 1984,
Persson i in. 1989, Hirsch i in. 2003, Hulten i in. 2003]. Ten zespo6t chorobowy, zwiaza-
ny z procesem zapalnym gruczotu sutkowego i/lub macicy, powoduje na calym $wiecie
duze straty w hodowli wielkostadnej trzody chlewnej, wynikajace gtownie z upadkow
prosiat wskutek obnizonej mleczno$ci chorych loch [Hirsch i in. 2003, Hulten i in.
2003]. W zlozonej etiologii choroby zasadnicza rolg odgrywaja zakazenia bakteryjne
z dominujacym udziatem Escherichia coli [Persson i in. 1996, Hirsch i in. 2003, Szczu-
biat i in. 2003].

Wiadomo, ze infekcje indukuja serig¢ reakcji miejscowych, zwanych odpowiedzia
ostrej fazy, w czasie ktorej dochodzi do uwalniania mediatoréw komorkowych — cytokin
[Koj 1996]. Cytokiny sa maloczasteczkowymi proteinami (ponizej 50 kDA), ktére po-
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przez wplyw na wiele komorek uktadu immunologicznego odgrywaja wazna role pod-
czas ostrych i przewlektych proceséw zapalnych [Murtaugh 1994, Alluwaimi 2004].
Poza tym uczestnicza w regulacji proliferacji i réznicowania komoérek oraz hematopo-
ezie 1 naprawie tkanek [Murtaugh 1994, Alluwaimi 2004]. Wydzielane miejscowo cyto-
kiny dzialaja na inne komorki gospodarza, prowadzac do reakcji systemowej, manifestu-
jacej si¢ goraczka, leukocytoza, zwigkszonym poziomem hormondéw i zmienionym skta-
dem biatek osocza [Koj 1996]. W przypadku nadprodukcji cytokin dochodzi do destruk-
cji tkanek, wielu chordb lub nawet $mierci [Holzheimer 2001].

Poczatek kaskadzie cytokin daje zwigkszenie produkcji czynnika martwicy nowo-
tworu alfa (TNF-a), prozapalnych interleukin (IL-1,6) i interferonéw [Dinarello 1983].
Te cytokiny reguluja miejscowa reakcj¢ zapalng, a po dostaniu si¢ do krazenia indukuja
odpowiedz ogolnoustrojowa, co w konsekwencji uruchamia kaskadg skomplikowanych
reakcji patofizjologicznych prowadzacych ostatecznie do zapasci naczyniowej, uogol-
nionej niewydolnosci narzadowej, a nawet $mierci [Holzheimer 2001]. Produkcja cyto-
kin jest indukowana wkrotce po infekcji [Bannerman i in. 2004]. Zaleznie od drobno-
ustroju, drogi wniknigcia i dawki drobnoustrojow rézne cytokiny moga osiaga¢ wykry-
walny poziom w surowicy 1 by¢ dobrym wskaznikiem zakazenia [Kragsbjerg i in. 1996,
Fossum i in. 1998]. Dlatego oznaczanie cytokin moze stanowi¢ wazny element wczesnej
diagnostyki infekcyjnych schorzen, zanim ujawnia si¢ one w postaci objawow klinicz-
nych. Ponadto po wystapieniu schorzenia poziom cytokin moze wskazywac na inten-
sywnos$¢ procesu zapalnego.

Do cytokin, ktoérych poziom moze wzrastaé w surowicy juz w kilka godzin po infek-
cji nalezy interferon gamma (IFN-y) [Dinarello 1983]. IFN-y jest cytoking, ktéra ma
immunomodulujace i przeciwwirusowe dziatanie [Blecha 1991]. Bierze roéwniez udziat
w obronie gospodarza przeciwko infekcjom bakteryjnym [Fossum i in. 1998]. Wzrost
stezenia IFN-y w surowicy krwi wykazano przy infekcjach wirusowych i bakteryjnych
oraz podczas inwazji pasozytniczych [Ronnblom i in. 1983, Billiau 1987, Heremans i in.
1987, La Bonnardiere i in. 1994, Degre 1996].

Dotychczas niewiele wiadomo na temat stgzenia IFN-y w surowicy $win z zespotem
MMA. Dlatego postanowiono przeprowadzi¢ badania, ktorych celem bylo okreslenie
poziomu IFN-y w ostatnich 72 godz. przed porodem i pierwszych 72 godz. po porodzie
w surowicy $win, u ktorych wystapity objawy MMA.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na grupie 60 $win rasy wielka biata polska (WBP), polska
landrace (PL) oraz WBP x PL, w wicku 1-3 lat. Wszystkie zwierzeta pochodzity z jed-
nego gospodarstwa o zamknigtym cyklu produkcyjnym, w ktéorym stado podstawowe
liczyto 1200 loch. Lochy od momentu inseminacji przebywaty w kojcach bezscioto-
wych, po 6-8 sztuk w kazdym. Na okoto 8-10 dni przed porodem maciory przepgdzano
do porodowki, w ktorej byly umieszczane w pojedynczych kojcach o podtodze ruszto-
wej. W kojcach zwierzeta mogly jedynie stac lub leze¢. Lochy w czasie ciazy karmione
byly pasza petnoporcjowa zgodnie ze zmieniajacym si¢ zapotrzebowaniem na sktadniki
odzywcze i energi¢. Zwierzgta miaty staty dostep do wody.
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Od wszystkich loch pobierano 48—72 i 12-24 godz. przed porodem oraz 12-24 i 48—
72 godz. po porodzie po 9 ml krwi z zyly gtéwnej doczaszkowej, do probowek typu
vacuette (Greiner Labortechnik GmbH, Austria). Z krwi po odwirowaniu otrzymywano
surowice, ktora nastepnie zamrazano w temp. 76°C i w glebokim zamrozeniu przecho-
wywano do momentu badan.

W ostatnich 3 dniach przed porodem i pierwszych 3 dniach po porodzie wszystkie
zwierzeta poddawano badaniu klinicznemu, ktére obejmowato obserwacj¢ apetytu, za-
chowania oraz objawéw chorobowych z poszczegélnych uktadéw i narzadow, a takze
dwukrotne w ciagu dnia (rano i wieczorem) mierzenie cieploty wewngtrznej. Lochy,
u ktorych w ciagu 48 godz. po porodzie wystapily objawy kliniczne zespolu MMA
w postaci braku apetytu, wzrostu cieptoty wewnetrznej powyzej 39,8°C, obfitego cuch-
nacego wyptywu ropnego z drog rodnych oraz zapalenia gruczotlu mlekowego i obnizo-
nego wydzielania mleka utworzyty grupe doswiadczalng (10 sztuk). Sposréd pozosta-
tych klinicznie zdrowych zwierzat 10 losowo wybranych sztuk stanowito grupg kontrolna.

Chore lochy leczono, podajac w iniekcji domigsniowej amoksycyling (Betamox L.A.,
Scan Vet, 1 ml/10 kg c.c.) oraz oksytocyng (Inj. Oxitocini, Biowet Pulawy, 20-30 j.m.).

Od zwierzat chorych z wyptywem z drég rodnych i/lub zapaleniem gruczolu mle-
kowego pobierano wymazy z pochwy i/lub probki mleka do badan bakteriologicznych.
Wstgpne badanie bakteriologiczne obejmowato posiew pobranego materialu na podloze
Muellera i Hintona z dodatkiem odwloknionej krwi baraniej, a nastgpnie 24-godzinna
inkubacje posiewow w temperaturze 37°C. Rodzaj drobnoustrojow znajdujacych sig
w posiewanym materiale okreslano na podstawie wygladu kolonii oraz badania mikro-
skopowego preparatéw sporzadzonych z pobranych kolonii. Identyfikacje Gram-
ujemnych bakterii dokonywano komercyjnym testem API 20E, natomiast paciorkowcow
i gronkowcow testem API 20 Strep i API 20 Staph (bio-Merieux). Wrazliwo$§¢ bakterii
na antybiotyki okre$lano metoda krazkowa na podlozu Muellera i Hintona z dodatkiem
odwtoknionej krwi baranie;.

Stgzenie IFN-y w surowicy loch okre$lano metoda ELISA, uzywajac gotowego ze-
stawu Pig IFN, ELISA, firmy Endogen, Inc. USA.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, okreslajac $rednia arytmetyczng
i odchylenie standardowe. Roznice pomigdzy grupami analizowano testem t-Studenta
dla p<0,05, p<0,01 oraz p<0,001.

WYNIKI

U wszystkich loch z zespotem MMA obserwowano wzrost cieploty wewngtrznej
powyzej 39,8°C, obnizony apetyt lub jego brak, ropny wyptyw z pochwy oraz obnizenie
lub brak mlecznosci. Objawy zapalenia gruczotu mlekowego manifestujace si¢ obrze-
kiem, stwardnieniem, zaczerwienieniem i bolesnoscia stwierdzono u 6 loch.

W wymazach z drog rodnych najczgsciej izolowano pateczki Escherichia coli — 7
(70%) przypadkow. W 3 (30%) wymazach stwierdzono gronkowce. We wszystkich prob-
kach mleka z zapalnie zmienionego gruczolu mlekowego wykazano obecno$é E. coli.

Drobnoustroje wykazywaly najwigksza wrazliwo$¢é na streptomycyng, neomycyng
i amoksycyling. W przypadku E. coli najwigcej szczepow opornych byto w stosunku do
penicyliny, kloksacyliny i linkomycyny. Gronkowce byly najbardziej oporne na kloksa-
cyling i linkomycyne.
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Tabela 1. Stgzenie INF-y w surowicy badanych $win (pg/ml)
Table 1. Serum IFN-y concentration in examined sows (pg/ml)

Termin badania — Term of determinations

Grupa 48-72 h 12-24h 12-24h 48-72 h
Group przed porodem przed porodem po porodzie po porodzie
before parturition | before parturition | after parturition | after parturition

Swinie z zespotem
MMA

. * a . b -
Sows with MMA 12,47 £6,59 12,137 £8,88 10,75 +4,16 15,50 £2,94
n=10
Swinie zdrowe
Healthy sows 3,92 +£1,43 4,28 +1,72 4,51 +£2,55 3,14 £1,05
n=10

% byyniki oznaczone réznymi literami r6znia sig statystycznie istotnie przy P<0.05; results marked
with different letters the differ at P<0.05, “istotnos¢ roznic przy p<0,05; significance of differ-
ences at p<0.05, “istotnoé¢ roéznic przy p<0,01; significance of differences at p<0.01,
“istotnosé réznic przy p<0,001; significance of differences at p<0.001.

Rezultaty oznaczen stgzenia IFN-y przedstawiono w tabeli 1. Wynika z nich, ze
$winie, u ktorych po porodzie wystapity objawy zespolu MMA miaty w ostatnich
72 godz. przed porodem i w pierwszych 72 godz. po porodzie statystycznie istotnie wyz-
sze stezenie IFN-y w surowicy w porownaniu ze zwierzgtami zdrowymi. W grupie do-
$wiadczalnej w obu terminach badan przed porodem stezenie IFN-y utrzymywato si¢ na
podobnym poziomie. W pierwszych 12-24 godz. po porodzie stgzenie IFN-y w tej gru-
pie zwierzat obnizylo si¢ nieistotnie, a nastgpnie istotnie wzrosto 48—72 godz. po poro-
dzie, osiagajac najwyzsza warto$¢ w catym okresie badan (15,50 +£6,59 pg/ml). W grupie
kontrolnej we wszystkich terminach badan stgzenie IFN-y miato podobne warto$ci.

DYSKUSJA

Monitorowanie stanu zdrowia zwierzat staje si¢ obecnie jedna z najbardziej racjo-
nalnych metod oceny epidemiologicznej stada, umozliwiajaca szybka identyfikacjg
i eliminacje infekcji w stadzie, a co za tym idzie zminimalizowanie strat ekonomicznych
i poprawg komfortu zycia zwierzat. Przeprowadzone badania wlasne wskazuja na przy-
datnos¢ oznaczania IFN-y do wczesnego diagnozowania oraz monitorowania przebiegu
zespolu MMA u §win. Stwierdzony w ostatnich 72 godz. przed porodem istotnie wyzszy
poziom IFN-y w grupie §win, u ktoérych po porodzie wystapity objawy MMA wskazuje,
ze do infekcji indukujacej stan zapalny macicy i/lub gruczotu sutkowego doszto przed
porodem. Jest to zgodne z badaniami Magnusona i in. [2001], ktorzy stwierdzili wystg-
powanie objawdéw MMA po porodzie u §win do§wiadczalnie zakazanych dowymienio-
wo E. coli w ostatnich 48 godz. poprzedzajacych pordéd. Endotoksyna (LPS) uwalniana
przez E. coli i inne Gram-ujemne bakterie podczas bakteriolizy lub intensywnego nam-
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nazania jest jednym z najwazniejszych czynnikéw indukujacych produkcje¢ cytokin [Bar-
ton i Collateo 1999]. Chociaz LPS jest najwazniejszym induktorem produkcji cytokin, to
réwniez inne sktadniki komoérek bakteryjnych moga stymulowac¢ ich produkcj¢ [Degre
1996]. Zwigkszenie syntezy IFN-y stwierdzono zaréwno po podaniu LPS [Dinarello
1983, Le i in. 1986, Biliau 1987], jak i enterotoksyny gronkowcow [Alluwaimi 2004].

IFN-y jest wytwarzany przez pobudzone limfocyty T i komorki NK [Jakobisiak
2000]. Wiele badan wskazuje, ze IFN-y odgrywa wazna rolg¢ w patogenezie zapalenia
[Schultz i Kleinchmidt 1983, Heremans i in. 1987]. Wiaze sig to glownie z silng aktywa-
cja przez IFN-y makrofagow, co prowadzi do produkcji przez te komoérki innych cyto-
kin, takich jak interleukina-1, interleukina-6 oraz czynnika martwicy nowotworu alfa.
Poza tym IFN-y utatwia réznicowanie i wzmaga cytotoksycznos¢ limfocytow T cytotok-
sycznych, zwigksza cytotoksyczno$¢ komorek K i NK, wzmaga ekspresj¢ czasteczek
glownego uktadu zgodnosci tkankowej klasy I i II, wzmaga fagocytozg [Jakdbisiak
2000]. Razem z innymi cytokinami uczestniczy w réznicowaniu limfocytow B w kie-
runku komorek uwalniajacych przeciwciata [Jakobisiak 2000]. Chociaz bakterie moga
stymulowa¢ produkcjg IFN-y, to jednak gléwnymi indukatorami sa wirusy [Blecha
1991]. Z badan Fossum i in. [1998] wynika, ze nie kazda infekcja bakteryjna powoduje
wzrost poziomu IFN-y w surowicy krwi. Cytowani autorzy nie stwierdzili wykrywalne-
go poziomu IFN-y po eksperymentalnym zakazaniu $win Actinobacillus pleuropnumo-
niae. Brak dostgpnych danych dotyczacych poziomu IFN-y u $win z zespotem MMA
uniemozliwia poréwnanie uzyskanych wynikow badan wlasnych z rezultatami innych
autorow.

Przeprowadzone badania wykazaty obecnos¢ stalego poziomu IFN-y w surowicy
zdrowych §win w ostatnich 72 godz. przed porodem i pierwszych 72 godz. po porodzie.
Swiadczy to o produkcji tej cytokiny u §win w ostatnim okresie ciazy i na poczatku
okresu poporodowego. Uzyskane rezultaty koresponduja z danymi pismiennictwa,
z ktorych wynika, ze produkcja cytokin odbywa si¢ na kazdym etapie ciazy [Zdravkovic
i in. 1997, Habisch i in. 2004, Zhu 2007]. Cytokiny biora udziat w rozwoju lozyska,
ochronie ptodu przed patogennymi drobnoustrojami oraz odgrywaja wazna rolg¢ w proce-
sie porodu [Bowen i in. 2002]. Wykazano, ze trofoblast jest zrédlem znacznych ilo$ci
IFN-y, ktéry moze bra¢ udzial w ochronie ptodu przed infekcja [La Bonnardiere i in.
1994, Cencic i in. 2002].

Reasumujac, przeprowadzone badania wskazuja na udziat IFN-y w patogenezie ze-
spolu MMA i sugeruja, ze oznaczanie stezenia [FN-y w surowicy $win w okresie okoto-
porodowym moze stanowi¢ przydatny marker do wezesnego wykrywania MMA, jeszcze
przed wystapieniem objawdw klinicznych choroby. Ponadto poziom IFN-y po wystapie-
niu schorzenia moze stuzy¢ do monitorowania przebiegu choroby i skutecznosci jej
leczenia.
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Summary. Determinations were carried out in 10 sows that developed the MMA syndrome post-
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level IFN-y in the experimental group both before parturition and postpartum. The results indicate
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