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Wptyw immunostymulacji na odpornos¢ nieswoistq
samic lisow polarnych w drugiej potowie ciqzy
i zdrowotnosc¢ ich potomstwa

Stimulation of nonspecific immunity in female polar foxes
in the second part of pregnancy and health state of their progeny

STRESZCZENIE

Dwukrotne podanie preparatu Isoprivet lub Levamisole w dawkach stymulujacych uktad im-
munologiczny samic cigzarnych liséw polarnych nie wywotuje niepozadanych efektow. Zastoso-
wanie aktywnej immunostymulacji u samic w drugiej potowie ciazy zwigksza aktywno$¢ metabo-
liczna, fagocytarna i bojcza neutrofiléw oraz surowiczy poziom lizozymu i IgG, co $wiadczy
oduzej skutecznosci tej metody w przywracaniu zaburzonych funkcji komérkowych i humoralnych
mechanizméw odpornosci nieswoistej. Stwierdzona korelacja pomigdzy ksztattowaniem sig suro-
wiczego poziomu lizozymu i IgG moze by¢ jednym z kryterium oceny stanu zdrowotnego samic
liséw polarnych w okresie cigzy oraz stanowi¢ przydatny wskaznik w prognozowaniu wystgpienia
zaburzen okresu okotoporodowego.

Stowa kluczowe: immunopotencjalizacja, odporno$¢ nieswoista, lis polarny, ciaza, okres okotopo-
rodowy

WSTEP

Infekcje bakteryjne uktadu moczowo-piciowego sa jedna z gléwnych przyczyn zaburzen
w reprodukcji liséw, przynoszacych duze straty w hodowli. U samic cigzarnych sa one przyczyna
obumierania i resorpcji zarodkéw, mumifikacji ptodéw, péznych ronien, rodzenia martwych
szczeniat oraz wysokiej $miertelnosci oseskow w pierwszych dniach po urodzeniu [Kostro i in.
1997, Masihi 2000, Krakowski i in. 2002].

Stosowanie antybiotykow i chemioterapeutykow w leczeniu zakazen bakteryjnych uktadu roz-
rodczego u cigzarnych samic liséw hodowlanych nie przynosi czgsto spodziewanych efektéw.
Ponadto niektére antybiotyki stosowane przez diuzszy okres u samic cigzarnych dziataja toksycznie
i teratogennie na ptéd [Milano i in. 1991, Krakowski 1996, Smielewska-Eo$ 1998, Kostro i in. 2001].



220 M. KRAKOWSKI, K. KOSTRO

W rozwoju infekcji bakteryjnych kluczowe znaczenie ma sprawnos¢ mechanizméw odporno-
Sci naturalnej. Ich znajomos$¢ pozwala na prowadzenie kontrolowanej potencjalizacji nieswoistej
odporno$ci naturalnej, odpowiedzialnej w duzym stopniu za niewrazliwo$¢ zwierzat na infekcje.
Pomyslne wyniki uzyskane przez wielu autoréw w profilaktyce schorzefh w okresie okotoporodo-
wym u $win i koni po immunostymulacji samic cigzarnych wskazuja zar6wno na bezpieczenstwo
stosowania, jak i duza skutecznosci tej metody [Hennessy i in. 1987, Krakowski 1996, Krakowski
iin. 1999, 2002].

Celem badan byta ocena wptywu dwéch immunomodulatoréw: Isoprivetu lub Levamisolu na
wybrane parametry odpornosci nieswoistej u samic lisow polarnych w drugiej potowie ciazy oraz
skutecznosci tej metody w poprawie zdrowotnosci ich potomstwa.

MATERIAL T METODY

Zwierzeta doSwiadczalne

Badania przeprowadzono w fermie liczacej 150 samic liséw polarnych stada podstawowego,
w ktérej od 3 lat notowano znaczna $miertelno$¢ noworodkéw oraz niska $rednia odchowanych
szczeniat od samicy. Badaniem objgto 30 samic bedacych w drugiej potowie ciazy, niepoddanych
stymulacji przed okresem zblizajacej si¢ rui. Zwierzgta podzielono na dwie grupy doswiadczalne
(grupa I i IT) oraz grupg kontrolna (grupa III) po 10 sztuk w kazdej. Samice byly utrzymywane
w tych samych warunkach i zywione systemem tradycyjnym, wedtug zalecanych dla liséw polarnych
norm, z uwzglednieniem dodatkéw mineralno-witaminowych oraz miaty staty dostgp do wody.

Preparaty immunostymulujace

Do immunostymulacji uzyto preparatu Isoprivet (firmy Vet-Agro), stanowiacego 20% wodny
roztwor izoprynozyny [syntetyczny kompleks inozyny, 1-dimetyloaminopropano-2-olu (DIP)
i 4-acetamidobenzoesanu (PacBA)] do iniekcji oraz preparatu Levamisole (firma Biowet Gorzéw
WIkp.), stanowiacego 7,5% roztwor levamisolum hydrochloricum do iniekcji.

W 41. dniu ciazy samicom grupy I podano Levamisole podskérnie, dwukrotnie w odstgpach
4-dniowych, w dawce 2,5 mg substancji czynnej/kg m.c. Natomiast samice grupy II otrzymaty
preparat Isoprivet domigsniowo dwukrotnie w tym samym przedziale czasowym, w dawce 10 mg
substancji czynnej/kg m.c. Grupg kontrolng (grupa III) stanowily samice, bedace w tym samym
okresie cigzy, ktére nie otrzymaty immunostymulatora.

Samice obserwowano do rozwiazania, a nastgpnie przez pierwszych 7 tygodni po porodzie,
tj. do odsadzenia potomstwa, zwracajac uwage na liczbg prawidlowo wykoconych samic, liczbg
urodzonych szczeniat w miocie, ich Zywotno$¢ i liczbg odchowanych zwierzat do odsadzenia.

Metody badan immunologicznych

Test redukcji blekitu nitrotetrazoliowego (NBT) wykonano metoda Parka i in. [1968]
w modyfikacji Kostro [1993], w dwu wariantach: spontanicznym i stymulowanym. Do stymulacji reduk-
¢ji NBT przez neutrofile uzyto zymosanu (Zymosan A, Sigma) opsonizowanego surowicg homologiczna,
przygotowanego metoda opisang przez Kostro [1993]. Wyniki testu NBT przedstawiono jako procent
komorek wykazujacych obecno$¢ formozanu NBT w 100 liczonych kolejno neutrofilach.

Odczyn fagocytarny i bdjczosci. Zdolno$é pochtaniania bakterii przez neutrofile oraz od-
czyn bdjczosci granulocytéw okreSlono w stosunku do wzorcowego szczepu Staphylococcus
aureus Oxford 209P metoda opisana przez Kostro [1993]. Do odczynéw uzywano surowicy ho-
mologicznej inaktywowanej (56°C — 30 min), uzyskanej z krwi pobranej od 10 zdrowych lis6w
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polarnych w wieku 1 roku. Surowice, w objgtosci 1 ml, do chwili uzycia przechowywano w -20°C.
Wyniki odczynu fagocytarnego przedstawiono w postaci procentu komorek fagocytujacych oraz
indeksu fagocytarnego. Przy ustalaniu indeksu fagocytarnego liczono $rednig liczbg gronkowcow
sfagocytowanych przez jeden neutrofil, obliczajac gronkowce w 100 kolejnych neutrofilach w dwu
preparatach z jednej probki krwi. Natomiast aktywnos$¢ béjcza granulocytéw wyrazono w procen-
tach, ktdry obliczano wedlug wzoru:

1 — $rednia liczba kolonii w probie badanej/srednia liczba kolonii w kontroli - 100

Bakteriolityczna aktywno$¢ lizozymu (LZM) w surowicy okre$lono metoda ptytkowa wo-
bec Micrococcus luteus (Serva), metoda Grahama opisang przez Zawistowskiego [1975].

Poziom przeciwcial klasy IgG okreslono metoda radioimmunodyfuzyjna przy uzyciu komer-
cyjnego zestawu Binding Site RID (firmy Binding Site, England), przeznaczonego do oznaczania
poziomu IgG w surowicy pséw.

Wymienione testy wykonano przed podaniem preparatu Levamisole lub Isoprivet, tj. w 41.
dniu ciazy (1. pobranie), a nastgpnie w 4. dniu po podaniu pierwszej (2. pobranie) i drugiej
(3. pobranie) dawki jednego z wymienionych preparatow (45. i 49. dzien ciazy). Uzyskane wyniki
badan poddano analizie statystycznej, obliczajac $rednia i odchylenie standardowe oraz istotno$¢
réznic pomigdzy grupami testem t-Studenta.

WYNIKI I OMOWIENIE

Zmiany dotyczyly wszystkich badanych parametréw nieswoistej odporno$ci komor-
kowej samic liséw polarnych w drugiej polowie ciazy pod wptywem preparatéw Levami-
sole lub Isoprivet. Dwukrotne podanie lewamizolu lub izoprynozyny samicom grupy I
iIl spowodowato istotny wzrost odsetka neutrofiléw NBT dodatnich w poréwnaniu
z warto$ciami poczatkowymi i grupa kontrolna (rys. 1). Wzrost §rednich warto$ci testu NBT
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Rys. 1. Odsetek komérek PMN krwi obwodowej samic liséw polarnych w II potowie cigzy
redukujacych NBT w tescie spontanicznym po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
a — réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola przy a<0,05;

A —przy a<0,01
Fig. 1. Percentage of PMN cells in peripheral blood of female polar foxes in the second half
of pregnancy reducing NBT in a spontaneous test after immunostimulation with Levamisole and
Isoprivet; a — statistically significant differences between experimental groups and control (¢.<0.05)

A - 0<0.01
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w wersji stymulowanej zymosanem notowano w tych samych terminach oznaczen, co
w teScie spontanicznym u samic™ stymulowanych (rys. 2). U samic grupy kontrolnej
(grupa III) $rednie wartosci testu NBT w obu jego wersjach utrzymywaly si¢ stale na
poziomie zblizonym do wyj$ciowego.
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Rys. 2. Odsetek komérek PMN krwi obwodowej samic liséw polarnych w II potowie ciazy
redukujacych NBT w teécie stymulowanym po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola (2<0,01)
Fig. 2. Percentage of PMN cells in peripheral blood of female polar foxes in the second half
of pregnancy reducing NBT in a spontaneous test after immunostimulation with Levamisole and
Isoprivet; A — statistically significant differences between experimental groups and control (0<0.01)

W grupach samic stymulowanych nastapit takze statystycznie istotny wzrost odsetka
komorek fagocytarnych i indeksu pochlaniania oraz odsetka komorek béjczych (rys. 3, 4, 5).
Wzrost badanych wskaznikéw obserwowano w 4. dniu po podaniu I i II dawki ocenia-
nych preparatéw. Na szczeg6lne podkreslenie zastuguje bardzo wysoki wzrost indekséw
fagocytarnych i bojczosci.

Wskazniki nieswoistej odporno$ci humoralnej u samic liséw polarnych w drugiej po-
lowie ciazy po podaniu immunostymulatoréw ilustrujg rysunki 6 i 7. Po dwukrotnej apli-
kacji jednego z wymienionych preparatow S$rednie wartodci stgZzenia IgG u samic
w grupie I i II nie ulegly istotnym zmianom i ksztaltowaty si¢ na poziomie zblizonym do
warto$ci wyjSciowych (41. dzien ciazy). Natomiast réznily si¢ istotnie w stosunku do
$rednich warto$ci grupy kontrolnej. U samic niestymulowanych w 45. 1 49. dniu ciazy
poziom IgG osiagal najnizsze warto$ci w ciagu catego okresu prowadzonych badan.

W grupach samic stymulowanych juz po pierwszej dawce obu badanych preparatéw
wzrosla istotnie bakteriolityczna aktywno$¢ lizozymu (rys. 6). Druga dawka, podana
w odstgpie 4 dni, spowodowala dalszy wzrost jego $rednich wartoéci, lecz nie byl on
statystycznie istotny w poréwnaniu z warto$ciami uzyskanymi po pierwszej dawce.
U samic niestymulowanych S$rednie warto$ci lizozymu byly niskie w poszczegdlnych
terminach oznaczen i zblizone do warto$ci wyjSciowych.
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Rys. 3. Odsetek komérek PMN fagocytujacych krwi obwodowej samic liséw polarnych
w II potowie cigzy po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami doswiadczalnymi a kontrola (a<0,01)
Fig. 3. Percentage of PMN phagocitizing cells in peripheral blood of female polar foxes in the
second half of pregnancy reducing NBT in a spontaneous test after immunostimulation with Levamisole
and Isoprivet; A — statistically significant differences between experimental groups and control (0<0.01)
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Rys. 4. Wskazniki indeksu fagocytarnego komérek PMN krwi obwodowej samic liséw polarnych
w II potowie cigzy po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola (a<0,01)
Fig. 4. Values of phagocyte index of PMN cells of peripheral blood in female polar foxes in the
second half of pregnancy after immunostimulation with Levamisole or Isoprivet; A — statistically
significant differences between experimental groups and control (¢<0.01)
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Rys. 5. Aktywnos¢ bdjcza granulocytow krwi obwodowej samic liséw polarnych w II potowie
cigzy po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola (a<0,01)
Fig. 5. Killer activity of granulocytes of peripheral blood in female polar foxes in the second half
of pregnancy after immunostimulation with Levamisole or Isoprivet; A — statistically significant
differences between experimental groups and control (a<0.01)
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Rys. 6. Bakteriolityczna aktywnos¢ lizozymu w surowicy krwi samic liséw polarnych
w II potowie ciazy po immunostymulacji lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola (a<0,01)
Fig. 6. Bacteriolitic activity of lysosyme of peripheral blood in female polar foxes in the second
half of pregnancy after immunostimulation with Levamisole or Isoprivet; A — statistically signifi-
cant differences between experimental groups and control (a<0.01)
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Rys. 7. Surowiczy poziom IgG u samic liséw polarnych w II potowie ciazy po immunostymulacji
lewamizolem lub izoprynozyna
A —réznice statystycznie istotne pomigdzy grupami do§wiadczalnymi a kontrola (a<0,01)
Fig. 7. Serum level IgG in female polar foxes in the second half of pregnancy
after immunostimulation with Levamisole or Isoprivet;
A — statistically significant differences between experimental groups and control (0<0.01)

Preparaty Levamisole lub Isoprivet podane dwukrotnie w dawce immunostymuluja-
cej samicom liséw polarnych w drugiej potowie ciazy (grupa I i II) nie wywolywaty
objawéw niepozadanych. W zestawieniu poréwnawczym przedstawionym na rys. 8
stwierdzono istotne réznice pomigdzy grupami do$wiadczalnymi a grupa kontrolng w
liczbie samic ronigcych oraz tracacych potomstwo w pierwszych 3—4 dniach po wykoce-
niu. W grupach samic do§wiadczalnych (grupa I, II) nie notowano przypadkéw ronien,
natomiast w grupie kontrolnej (grupa III) odsetek samic roniacych w ostatnim tygodniu
przed spodziewanym porodem byt do$¢ wysoki i wynosit 30%. Samice grupy I i II po-
mySlnie urodzity i odchowaty potomstwo. Ponadto u samic tych nie notowano przypad-
kéw zapalenia gruczotu mlekowego w pierwszych dniach po porodzie oraz objawow
bezmlecznodci w okresie laktacji. Natomiast w grupie kontrolnej (grupa III) odsetek
samic tracacych potomstwo w pierwszych 3—4 dniach po wykocie byl wysoki i wynosit
40%. Szczenigta rodzily si¢ stabe, nie wykazywaty chgci do ssania i gingty w pierwszych
dniach po urodzeniu. Miarodajny wskaznik rozrodu, okre$lany stosunkiem liczby odsa-
dzonych do liczby szczeniat urodzonych, wynosit 80,7% w grupie samic stymulowanych
preparatem Levamisole (grupa I) i 84,1% preparatem Isoprivet (grupa II). Natomiast
w grupie kontrolnej (grupa III) wynosit on 51,6%. Wskaznik odchowu szczeniat w mo-
mencie odsadzenia (7 tygodni) ksztaltowal si¢ $rednio na samicg¢ — w grupie I 6,4, nato-
miast w grupie II 7,6 (rys. 8). W grupie kontrolnej wskaznik ten byt 4-5-krotnie nizszy w
poréwnaniu z grupami do$wiadczalnymi i wynosit 1,6.

Sterowanie ukladem immunologicznym, zwlaszcza w aspekcie praktycznym, jest
przedmiotem licznych badan do$wiadczalnych i klinicznych. Dotycza one zwlaszcza
,.srodkéw potggujacych lub korygujacych reaktywno$¢ immunologiczng” przez wplyw na
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mechanizmy odporno$ci naturalnej oraz wzmaganie odpowiedzi immunologicznej [Davi-
la Velazquez i in. 1998, Krakowski i in. 1999, Kostro i in. 2001]. Badania wtasne prze-
prowadzone na samicach liséw polarnych w drugiej polowie ciazy umozliwily przesle-
dzenie zachowania si¢ nieswoistych komérkowych i humoralnych mechanizméw obron-
nych po zastosowaniu aktywnej nieswoistej immunostymulacji. Stwierdzono immunopo-
tencjalizujacy wptyw lewamizolu i izoprynozyny na aktywno$¢ metaboliczng, fagocytar-
na i bdjcza neutrofiléw. Okazalo sig, ze hamowane w prawidlowym przebiegu cigzy
mechanizmy odporno$ci komoérkowej, na korzy$¢ czynnikéw humoralnych, zostaja
pobudzone i biora udziat w reakcjach obronnych [Burns i in. 1999].

$rednia liczba szczeniat od samicy
mean number of pupies from a female
@

szczenigta urodzone szczenigta odchowane
born pupies reared pupies

grupa I O grupa II B «xontrola
group 1 group II control

Rys. 8. Poréwnawcze wyniki $redniej liczby szczeniat urodzonych i odchowanych w grupie samic
stymulowanych i w kontroli
Fig. 8. Comparative results of the mean number of puppies born and reared in a group
of stimulated females and in control

Wyniki uzyskane u samic stymulowanych, dotyczace ksztattowania si¢ surowiczego
poziomu IgG wskazuja, ze u zwierzat z prawidlowym przebiegiem ciazy obnizenie sig
poziomu IgG w surowicy w koncowym okresie ciazy jest nastgpstwem zwigkszonego
biernego transportu tego biatka do ukladu rozrodczego, czemu sprzyja wzrost poziomu
estrogendw, zwigkszajacych przeptyw krwi w uktadzie rozrodczym oraz proces kolostro-
genezy. U samic niestymulowanych podczas calego do§wiadczenia stgzenie IgG utrzy-
mywalo si¢ na istotnie nizszym poziomie w stosunku do grup do§wiadczalnych, a najniz-
sze jego warto$ci stwierdzono w 45. i 49. dniu oznaczen (ciazy). Takie zachowanie IgG
mozna wigza¢ z wystgpowaniem odczyndw zapalnych w macicy, wywotanych nasilajaca
si¢ infekcja bakteryjna i zwiazane z nimi wzmozone przenikanie immunoglobuliny klasy
IgG z surowicy do ogniska zapalnego. Wyrazny spadek poziomu IgG przy réwnocze-
snym 2-3-krotnym wzro$cie IgA obserwowano u kréw i suk z nieprawidlowym przebie-
giem okresu okotoporodowego [Smielewska-Eo$ 1998, Kostro i in. 2000].
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W badaniach nad bakterolityczna aktywnoscia lizozymu u samic stmulowanych
w drugiej potowie ciazy obserwowano istotny wzrost jego st¢zenia w stosunku do warto-
$ci wyjsciowych oraz grupy kontrolnej, co §wiadczy o aktywacji komorek uktadu fagocy-
tarnego pod wplywem zastosowanych immunostymulatoréw, ktére sa gtéwnym zrédtem
jego produkcji. Stwierdzona w badaniach wlasnych korelacja pomigdzy ksztaltowaniem
si¢ surowiczego poziomu lizozymu i IgG moze by¢ jednym z kryterium oceny stanu
zdrowotnego macicy u samic liséw polarnych w okresie ciazy oraz stanowi¢ przydatny
wskaznik w prognozowaniu wystapienia zaburzen okresu okotoporodowego.
Z uzyskanych danych wynika, ze ksztaltowanie si¢ poziomu badanych wskaznikéw nie-
swoistej odporno$ci humoralnej w surowicy samic liséw polarnych jest rowniez przydat-
ne w ocenie efektéw zastosowania immunostymulacji nieswoiste;j.
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SUMMARY

Isoprivet and Levamizole used twice at therapeutic doses were well tolerated by pregnant po-
lar foxes. Used at the second part of pregnancy by increasing the metabolic, phagocytic and bacte-
ricidal activity of neutrophils, serum level of lysozyme and IgG they restored the disturbed func-
tions of cellular and humoral nonspecific defense mechanisms of pregnant foxes. The existing
strong correlation between the level of serum lysozyme and IgG may be used to evaluate the health
state of foxes at the second part of pregnancy. It can also be used for a prognosis of the distur-
bances of the periparturient period in polar foxes.

Key words: immunopotentialization, nonspecific immunity, polar fox, pregnancy, periparturient
period



