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Immunostymulujacy wplyw glukanu 1,3/1,6 oraz lewamizolu na komérkowe
i humoralne mechanizmy obronne u koni

Immunostimulatory Effect of Glucan 1,3/1,6 and Levamisole on Cellular and Humoral Defenses in
Horses

WSTEP

W ostatnim okresie obserwuje si¢ w Polsce ekspansje roznych firm farmaceutycznych oferuja-
cych cala game¢ lekoéw. Najliczniejsza grupe stanowiag antybiotyki. W reklamach producenci
podkreslaja wysoka skutecznos¢, dobrg tolerancjg oraz niska toksycznos¢ oferowanych preparatow.
Wiele z obecnych na rynku preparatéw pomimo swego leczniczego dziatania wykazuje jednak
ujemny wplyw na organizm. W licznych przypadkach jest to skutek teratogenny, hepatogenny,
nefrotoksyczny (14, 16) lub immunosupresyjny (16, 24, 25). Postgpujaca degradacja srodowiska
naturalnego w znacznym stopniu potgguje uboczne skutki, np. stosowania antybiotykow (16, 25), co
znajduje wyraz w spadku odpornosci i zachwianiu homeostazy.

W obecnej dobie powaznego znaczenia nabraly choroby o etiologii infekcyjnej, do ktorych
dochodzi w wyniku uzjadliwiania si¢ drobnoustrojow warunkowo chorobotworczych powszechnie
wystepujacych w §rodowisku bytowania cziowieka i zwierzat.

Alternatywa dla wspotczesnych metod swoistej profilaktyki i chemioterapii chorob infekcyjnych
zwierzat sa preparaty stymulujgce nieswoiste mechanizmy obronne i regulujace homeostaze
W organizmie (1, 2, 8, 12, 17, 34).

Wspotczesna immunoprofilaktyka nieswoista wydaje si¢ miec szczegélne znaczenie w zapobiega-
niu chorobom infekcyjnym (7, 8, 12,17, 18, 19, 20, 21, 22, 26, 27, 28, 29, 32, 34, 37). Poznano juz wiele
preparatow zaréwno biologicznych, jak i syntetycznych, ktére wplywaja modulujaco na ukiad
immunologiczny. Zwiazki te oddziatywaé moga na organizm immunostymulujgco lub immuno-
Supresyjnie, a charakter tego oddzialywania uzalezniony jest zarowno od dawki danego preparatu,
jaki od stanu odpornosciowego pacjenta. Preparaty o dzialaniu immunostymulujacym wplywajac na
ukiad odpornosciowy nasilaja nieswoiste humoralne i komorkowe reakcje obronne (1, 2, 3,4, 5, 6, 7,
9,10, 13, 15, 18, 32, 33, 35). Efekt ich dziatania wykorzystuje si¢ nie tylko do potencjacji nieswoistej
odpornos$ci organizmu, ale takze do indukowania silniejszej odpowiedzi immunologicznej na
antygeny. Stosunkowo dobrze poznanym immunostymulatorem jest lewamizol (7, 12, 17). Stabiej
natomiast jest znane dzialanie stymulujgce mechanizmy obronne glukanu. W dostgpnym pi$mien-
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nictwie niewiele napotkano prac dotyczacych reakcji organizmu koniowatych na te immunos-
tymulatory. Celem podjetych badan bylto okreslenie wptywu lewamizolu i glukanu na ksztaltowanie
si¢ wybranych wskaznik6w komorkowej i humoralnej odpornosci nieswoistej u koni.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na 12 klinicznie zdrowych koniach obojga pici w wieku 4-8 lat. Uzyte
do badan zwierzg¢ta byty wolne od pasozytow zewngtrznych i wewnetrznych. Przebywaty w podob-
nych warunkach i byly podobnie zywione. Zakwalifikowane do badan konie podzielono losowo na
dwie grupy. Koniom jednej grupy podano jednorazowo w iniekcji podskornej roztwor wodny
lewamizolu w dawce 2 mg/kg m.c. Konie drugiej grupy otrzymaly takze jednorazowo, w iniekcji
domigsniowej glukan 1,3/1,6 (TLFN, USDA, Cortland NY USA) w dawce 0,19 mg/kg m.c.

Przed podaniem zwierzgtom immunostymulator6w, a nastgpnie po uptywie 3, 5, 7, 14, 21, 28, 35
i 48 dni pobierano krew, w ktorej oznaczono: test NBP metoda cytochemiczng (31), indeks
fagocytarny metoda cytochemiczng przy uzyciu standardowego szczepu Staph. aureus 209P (31),
procent komorek bojczych wedtug metody Ferrante i Thong (11). Oznaczono takze aktywnosc¢
lizozymu w surowicy metoda turbidymetryczna (30), poziom biatka C-reaktywnego (CRP) metoda
turbidymetryczng (na aparacie Cobas Mira S firmy La Roche), poziom biatka calkowitego
i kompleksu gammaglobulin metoda spektrometryczna (23) oraz poziom IgG, 1gG(T), IgM i IgA
metoda radioimmunodyfuzyjna (RID) przy uzyciu gotowych kitéw (firmy The Binding Site). Wyniki
badan poddano analizie statystycznej przy uzyciu testu t-Studenta oznaczajac $rednia, odchylenie
standardowe oraz istotnos$¢ réznic na poziomie p <0,05.

OMOWIENIE WYNIKOW

Analiza uzyskanych wynikow badan wykazala, ze jednorazowa iniekcja
glukanu 1,3/1,6 i lewamizolu aktywuje nieswoiste mechanizmy obrony komor-
kowej i humoralnej u koni. Znalazlo to wyraz w kinetyce zmian w procentach
komoérek PMN NBT dodatnich (ryc. 1), w kinetyce zmian procentu komérek
fagocytujacych (ryc. 2), w kinetyce indeksu fagocytarnego (ryc. 3) oraz
w kinetyce procentu komorek bojczych (ryc. 4). W 3 dniu po iniekcji glukanu
1,3/1,6 i lewamizolu nastapil statystycznie istotny wzrost parametréw obrony
komorkowej. W przypadku glukanu migdzy 7 a 14 dniem obserwowano powrot
oznaczanych parametroéw odpornosci komérkowej do wartosci przed podaniem
tego immunostymulatora. Po podaniu lewamizolu wzrost omawianych paramet-
row odpornosci komorkowej utrzymywat si¢ do 21 dnia od podania preparatu.
Porownujac wplyw glukanu i lewamizolu na komorki fagocytujace nalezy
stwierdzi¢, ze lewamizol wykazywal znacznie dluzszy okres dzialania. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze po podaniu glukanu immunostymulujace dziatanie na
komorkowy uktad obronny wystapilo znacznie szybciej anizeli po lewamizolu.

Whplyw glukanu i lewamizolu na humoralne mechanizmy nieswoistej obrony
wskazuje jednoznacznie, ze oba badane preparaty powodowaly statystycznie
istotny wzrost poziomu lizozymu, biatka catkowitego, kompleksu gammag-
lobulin oraz immunoglublin klasy IgM. Przedstawiono graficznie kinetyke
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Ryc. 1. Kinetyka zmian w procentach komérek PMN NBT dodatnich po jednorazowej iniekcji
glukanu 1,3/1,6 (Gr. I) i lewamizolu (Gr. II) u koni (§rednie wartosci, SD <20%, n=6)
Kinetics of percent PMN cells NBT positive after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole
(Gr. II) in horses (mean, SD <20%, n=6)
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Ryc. 2. Kinetyka zmian w procentach komoérek fagocytujgcych po jednorazowej dawce glukanu
1,3/1,6 (Gr. I) i lewamizolu (Gr. II) u koni
Kinetics of percent phagocytic cells after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole (Gr. II) in
horses
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Ryc. 3. Kinetyka indeksu fagocytarnego po jednorazowym podaniu glukanu 1,3/1,6 (Gr. I)
i lewamizolu (Gr. II) u koni
Kinetics of phagocytic index after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. 1) and levamisole (Gr. II) in horses
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Ryc. 4. Kinetyka zmian w procencie komérek béjczych po jednorazowym podaniu glukanu 1,3/1,6
(Gr. I) i lewamizolu (Gr. II) u koni
Kinetics of percent killing cells after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole (Gr. II) in
horses
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Ryc. 5. Kinetyka aktywnoéci lizozymu w surowicy koni po jednorazowej dawce glukanu 1,3/1,6

(Gr. I) i lewamizolu (Gr. II)
Kinetics of lysozyme activity in serum after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole (Gr. IT)

in horses
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Ryc. 6. Kinetyka poziomu biatka C-reaktywnego (CRP) w surowicy koni po jednorazowej dawce
glukanu 1,3/1,6 (Gr. I) i lewamizolu (Gr. II)
Kinetics of CRP level in serum after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole (Gr. II) in
horses
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Ryc. 7. Kinetyka poziomu biatka catkowitego w surowicy koni po jednorazowej iniekcji glukanu
1,3/1,6 (Gr. 1) i lewamizolu (Gr. II)
Kinetics of total protein in serum after injection of glucan 1,3/1,6 (Gr. I) and levamisole (Gr. II) in

horses
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Ryc. 8. Kinetyka poziomu gammaglobulin w surowicy koni po jednorazowej dawce glukanu 1,3/1,6
(Gr. 1) i lewamizolu (Gr. II)
Kinetics of total gammaglobulin level in serum after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole
(Gr. II) in horses
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Ryc. 9. Kinetyka poziomu IgM w surowicy koni po jednorazowej iniekcji glukanu 1,3/1,6 (Gr. I)
i lewamizolu (Gr. II)
Kinetic of IgM level in serum after injection of glucan 1.3/1.6 (Gr. I) and levamisole (Gr. II) in horses

zmian aktywnosci lizozymu w surowicy (ryc. 5), kinetyke zmian poziomu bialka
calkowitego (ryc. 7), kinetyke zmian poziomu kompleksu gammaglobulin
(ryc. 8) i kinetyk¢ zmian poziomu immunoglubulin klasy IgM (ryc.9) po
jednorazowej dawce glukanu i lewamizolu u koni. Po podaniu glukanu
obserwowano statystycznie istotny wzrost wyzej wymienionych wskaznikéw
odpornosci nieswoistej, ktory utrzymywat si¢ do 14 dnia. Po podaniu lewamizolu
wzrost wskaznikow humoralnych odpornosci nieswoistej byl nizszy (w poréwa-
niu z glukanem), a statystycznie ich istotny wzrost wystapil migdzy 14 a 48 dniem
i dotyczyl jedynie kompleksu gammaglobulin i klasy IgM.

W przeprowadzonych badaniach nie obserwowano istotnych zmian w pozio-
mach klas pozostalych immunoglobulin (IgG, IgG/T, IgA), w zwiazku z czym
zrezygnowano z przedstawiania tych wynikéw na wykresach.

Z danych dotyczacych kinetyki zmian w poziomie bialka C-reaktywnego
(CRP) w surowicy po jednorazowej dawce glukanu i lewamizolu (ryc. 6) wynika, ze
nastapit statystycznie istotny wzrost tego wskaznika jedynie w 5 dniu po podaniu
glukanu oraz w 7 dniu po iniekcji lewamizolu. Ten krotkotrwaly wzrost biatka
C-reaktywnego zwigzany byt prawdopodobnie ze wzmozona aktywnoscia makro-
fagow i neutrofili majacych bezposredni wplyw na uwalnianie CRP przez
hepatocyty. Tylko nieliczne doniesienia na temat ksztaltowania si¢ poziomu CRP
w stanach fizjologicznych i patologicznych u koni (36) wskazuja na brak u tego
gatunku zwierzat dzialania cytopatycznego badanych preparatow.

W badaniach wlasnych najwyzszy poziom biatka C-reaktywnego nie prze-
kraczal 8 g/l, co miesci si¢ w przedziale wahan fizjologicznych (36). Dopiero
wartosci powyzej 10 g/l wskazuja na toczacy si¢ proces zapalny. Tak wiec
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podanie koniom zaréwno naturalnego immunostymulatora (1,3/1,6 glukan), jak
i syntetycznego (lewamizol) aktywuje nieswoiste komoérkowe i humoralne
mechanizmy obronne, co moze by¢ wykorzystywane w profilaktyce oraz terapii
choréb infekcyjnych u koni, a takze w modulacji odpornosci przy pierwotnych
i wtornych niedoborach immunologicznych u tego gatunku zwierzat.

WNIOSKI

1. Jednorazowa iniekcja lewamizolu i glukanu 1,3/1,6 zwigksza aktywnosc¢
fagocytarna komorek PMN i MN.

2. Jednorazowe podanie lewamizolu i glukanu 1,3/1,6 powoduje takze wzrost
aktywnosci lizozymu i kompleksu gammaglobulin oraz frakcji IgM w surowicy.

3. Niewielki wzrost poziomu biatka C-reaktywnego (CRP) miedzy
5 a 7 dniem po podaniu badanych immunostymulatorow jest wyrazem wzrostu
aktywnosci komorek fagocytujacych i ich wplywu na hepatocyty.

4. Glukan 1,3/1,6 oraz lewamizol aktywujac nieswoiste mechanizmy obrony
zwigkszaja odporno$¢ organizmu na choroby tla infekcyjnego i dlatego moga
by¢ wykorzystywane w szeroko pojetej profilaktyce tych chorob.

5. Ze wzgledu na szczegblnie szybki wzrost aktywnosci komorek fagocytuja-
cych po podaniu glukanu (3-5 dzien) wydaje si¢, iz powinien on by¢é wykorzys-
tywany w poczatkowym okresie chor6b infekcyjnych.

PISMIENNICTWO

1. AlmdahlS.M.,Bogwald J., Hoffman J., Sjunneskog C., Seljelid R .: Theeffect of
splenoctomy of Escherichia coli sepsis and its treatment with semisoluble aminated glucan.
Scand. J. Gastroenterol. 22, 261, 1987.

2. AlmdahlS.M.,BogwaldJ.,Hoffman J., Giercksky K. E., Seljelid R.: Protection
by aminated glucan in experimental endogenous peritonitis. Eur. Surg. Res. 19, 78, 1987.

3. Anderson D. P., Siwicki A. K.: Duration of protection against deromonas salmonicida in
brook trout immunostimulated glucan or chitosan by injection or immersion. The Progressive
Fish-Culturist 56, 258, 1994.

4. Bogwald J., Johnson E., Seljelid R.: The cytotox effect of mouse macrophages
stimulated in vitro by a 1.3 glucan from yeast cell walls. Scand. J. Immunol. 15, 297, 1982.

5. Bogwald J., Gouda I., Hoffman J., Larm O., Larsson R., Seljelid R.:
Stimulatory effect of immobilized glycans on macrophages in vitro. Scand. J. Immunol. 20, 355,
1984.

6. Bogwald J., Johnson E., Hoffman J., Seljelid R.: Lysosomal glycosidases in mouse
peritoneal macrophages stimulated in vitro with soluble and insoluble glycans. Journal of
Leukocyte Biology 35, 357, 1984. g

7. Brunner J., Muskoplat C.: Inmunomodulatory effects of levamisole. J. Am. Vet. Med.
Ass. 176, 1159, 1980.



Immunostymulujacy wplyw glukanu 1,3/1,6 oraz lewamizolu na komérkowe... 141

10.

11.

10¢

13.

14.

) -3

16.

17.

18.

19.

2k

22

23.

23

26.

27

. Dgbowy J., Switata M., Ominiska-Domaradzka B., Garbulifski T.: Levamisole

Chlormethine and Imuthiol (DTC) as immunostimulating agents in swine European Association
for Veterinary Pharmacology Toxicology Congress. Budapest, Hungary, August 28 Sept. 2,
1988.

. DiLuzio N. R.:Immunopharmacology of glucan. A broad spectrum enhancer of host defense

mechanism. Trends Pharmacol. Sci. 4, 344, 1983.

DiLuzio N. R.: Update on the immunomodulating activities of glucans. Springer Semin.
Immunophatol. 8, 387, 1985.

Ferrante A., Thong Y. H.: Arapid one-step procedure for purification of mononuclear and
polymorphonuclear leucocytes from human blood using a modification of the Hypaque-Fioll
Technique. J. Immun. Methods 34, 279, 1980.

Flesh J., Ovadia H., Nelken D.: Immunopotentiating effect of levamisole in the
prevention of bovine mastitis, fetal death and endometritis. Vet. Rec. 17, 56, 1982.
Goranov H., Bonowska H.: The effect of levamisole on the functional and cytochemical
state of leucocytes and of lysozyme, in the blood serum of sheep. J. Vet. Sci. 24, 72, 1987.
Greco D. S., Turnwald G. H., Adams R., Gossett K. A., Kearney M., Casey
H.: Urinary gamma-induced nephrotoxicity. Am. J. Vet. Res. 46, 2332, 1985.

Johnson E., Seljelid R., Bogwald J., Larm O., Scholander E.: Endocytosis of
agarose in mouse peritoneal macrophages in vitro. Scand J. Immunol. 15, 205, 1982.
Juszkiewicz T.:Toksykologiczne problemy farmakoterapii zwierzat. Acta Pol. Toxicol. 1, 20,
1993.

Kimura A., Sherwood R. L., Goldstein E.: Glucan alteration of pulmonary
antibacterial defense. R. Reticuloendothel. Soc. 34, 1, 1983.

Krzyzanowski J.: Wplyw lewamizolu na niektére wskazniki odpornosci u owiec. Annales
UMCS, Sectio DD, 44, 127, 1989.

Krzyzanowski J.: Stosowanie lewamizolu w profilaktyce zapalen wymion u owiec. Annales
UMCS, Sectio DD, 45, 51, 1990.

. Krzyzanowski J.: Wplyw podawania lewamizolu cigzarnym owcom na wskazniki zdrowotne

i hodowlane ich potomstwa. Annales UMCS, Sectio DD, 46, 69, 1991.

Krzyzanowski J., Orlik S.: Wplyw lewamizolu na obraz kliniczny oraz zachowanie si¢
nieswoistych mechanizméw obronnych w przebiegu do$wiadczalnie wywolanego zapalenia
wymienia u owiec. Annales UMCS, Sectio DD, 49, 93, 1994.

Krzyzanowski J., Siwicki A. K., Tomczyk G.: Immunostimulatory effect of the
nonspecific cellular and humoral defence mechanisms in chickens. Annales UMCS, Sectio DD
50, 203, 1995.

LowryO.H.,RosebroughN.J.,Farr A. L., Randall R.:Protein measurements with
the folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 265, 1980.

. Paape M. J., Miller R. H., Ziv G.: Effects of florfenicol, chloramphenicol, and

thiamphenicol on phagocytosis, chmiluminescence, and morphology of bovine polymorphonuc-
lear neutrophil leukocytes. J. Dairy. Sci. 73, 1734, 1990.

Sajewicz W., Jacyszyn K.: Polymorphonuclear leukocyte chemiluminescence as a method
for investigating the cytotoxicity of chemical compounds. Acta Pol. Toxicol. 1, 141, 1993.
Seljelid R., Bogwald J., Lundwald A.: Glycan stimulation of macrophages in vitro.
Expl. Cell. Res. 131, 121, 1981.

Seljelid R., Bogwald J., Hoffman J., Larm O.: A soluble 1.3-D-Glucan derivative
potentiates the cytostatic and cytolytic capacity of mouse peritoneal macrophages in vitro.
Immunopharmacology 7, 69, 1984.

. Sharma L. K., Jagadish S., Mulbagal A. N.: Effects of haemorrhagic septicaemia

vaccination and levamisole administration on the humoral response in cross-bred calves. J. Vet.
Pharmacol. Therap. 13, 22, 1990.



142 J. Krzyzanowski, L. Krakowski, K. Branecka, A. K. Siwicki

29.

30.

31

33.

34.

35.

36.

37

Siwicki A. K., Anderson D. P., Dixon O.: Comparisons on nonspecific and specific
immunomodulatory by oxolinic acid, oxytetracycline and levamisole in salmonides. Im-
munology. 23, 195, 1989.

Siwicki A. K., Anderson D. P.: Immunostimulation in fish: measuring the effects of
stimulants by serological and immunological methods. U.S. Fish and Wildlife Service — I FI
Olsztyn 1, 1, 1993.

Siwicki A. K., Anderson D. P.: Nonspecific defence mechanisms assay in fish. I.
Phagocytic index, adherence and phagocytic ability of neutrophils (NBT test) and myeloperoxi-
dase activity test. Fish Diseases Diagnosis and Prevention Methods. FAO-GCP/INT/526/JPN,
105, 1993.

. Siwicki A. K., Anderson D. G.: Development of in vitro to screen potential immuno-

stimulants. Dosage effects of glucan and chitosan on splenic cell from rainbow trout
(Oncorhynchus mykiss). The Nordic Symposium on Fish Immunology, Lysekil, Sweden 19 May
1993.

TrnovecT.,Benes L., Masler L., SandulajJ.: Immunofarmakologia glukanu klinicky
perspektivnej immunostimulénej latky. Farm. Obzor 56, 271, 1987.

Williams D. L., Sherwood E. R., McNamee R.B., Jones E. L., DiLuzio N.R.:
Therapeutic efficacy of glucan in a murine model of hepatic metastatic disease. Hepatology 5,
198, 1985.

Williams D. L., Pretus H. A., McNamee R. B., Jones E. L., Ensley H. E.,
Browder I. R., DiLuzio N. R.: Development, physicochemical characterization and
preclinical efficacy evaluation of water soluble glucan sulfate derived [rom Saccharomyces
cerevisiae. Immunopharmacology 22, 139, 1991.

Yamashita K., Fujinaga T., Okumura M., Takiguchi M., Tsunoda N.,
Mizuno S.: Serum C-reactive protein (CRP) in horses: The effect of aging, sex, delivery and
inflammations on its concentration. J. Vet. Med. Sci. 56, 1019, 1991.

Ziv V., Storper M., Saran A.: The effect of levamisole therapy during the dry period on
clinical and subclinical bovine mastitis. Refuah Vet. 38, 108, 1981.

SUMMARY

The studies were performed on 12 clinically healthy horses, both sexes, 4-8 years old in 2 groups,

6 animals in each. The animals from the first group were once intramuscularly injected glucan 1.3/1.6
(TLFN, USDA Cortland NY, USA) at adose of 0.19 mg/kg b.w. In the second group levamisole was
used once, subcutaneously, at a dose of 2.0 mg/kg b.w. The determinations were done with blood
before immunostimulation (time 0) and after 3, 5, 7, 14, 21, 28, 35 and 48 days since
immunostimulation. The following parameters were tested: NBP, phagocytic index, internal killing
test, lysozyme activity, total protein content, globulin complex, C-reactive protein (CRP), blood level
of 1gG, 1gG(T), IgA and IgM. It was found that one injection of glucan 1.3/1.6 or levamisole
significantly stimulates cellular and humoral defenses in the horse.



