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Nukleotydy sg prekursorami DNA i RNA, a takze odgrywaja kluczowg role w wielu reakcjach
metabolicznych fundamentalnych dla aktywnosci komérkowej (Hand, Carver). Nukleotydy mogg by¢
syntetyzowane endogennie i dlatego nie sg uwazane za niezbedne skfadniki odzywcze. Rola
nukleotydéw w zywieniu jest okreslana jako "warunkowo niezbedna". Warunki, w ktérych te
sktadniki odzywcze moga staé sie niezbedne obejmujg gtdwnie szybka replikacje komdrek: wzrost i
dojrzewanie przewodu pokarmowego, naprawe jelit po biegunce, powrdét do zdrowia po
hepatektomii, szybki wzrost i wyzwania immunologiczne (Carver, van Buren, Pickering). Saviano et al.
sugeruje ograniczong biodostepnosé nukleotyddw diety, pdzniejsze badania (Lopez-Navarro), jednak
udokumentowane ich znaczgce wtgczenie do watrobowych puli nukleotydéw. Uauy i wsp. stwierdzili
podobng zaleznos$¢ miedzy nukleotydami pokarmowymi a zawarto$cig RNA w jelicie cienkim.
Niezaleznie od zawartosci biatka w diecie zawarto$é RNA w jelicie cienkim byta istotnie obnizona u
zwierzat pozbawionych nukleotydow w diecie. Rowniez aktywnos¢ enzymow granicy szczoteczkowej i
utrzymanie generacji komoérek krypt nawet podczas gtodu biatkowego odzwierciedlaty, ze nukleotydy
w diecie wspierajg normalny wzrost i rozwdj jelit w modelach zwierzecych i ludzkich (Van Buren 9).

Nukleotydy sg stale wymieniane wsrdd sktadnikéw odzywczych o dziataniu immunomodulujgcym.
Wzmocnienie odpornosci poprzez diete osigga sie zazwyczaj poprzez dodanie kwasdéw ttuszczowych
n-3, nukleotyddéw i argininy do kompletnej pod wzgledem odzywczym formuty (McCowen).
Pozbawienie diety nukleotyddéw (dieta oparta na kazeinie) zwieksza immunosupresje indukowang
lekami, uposledza normalne dojrzewanie limfocytéw T i indukcje odpowiedzi interleukiny-2 (Van
Buren, Kulkarni 13). W innym badaniu Kulkarni (17) stwierdzit, ze nukleotydy diety byty wymagane do
odwrdcenia niedozywienia i gtodu immunosupresji indukowanej, ktére nie moga by¢ osiggniete przez
przywrdcenie dodatniego bilansu azotowego u myszy. Ponadto, nukleotydy diety wydajg sie pomagad
odpornos¢ na wyzwanie z Staphylococcus aureus (Kulkarni 26) i Candida albicans gtéwnie poprzez
podtrzymywanie bakteriocydalne zdolnosci komérek fagocytarnych (Fanslow 27,18). Niektére
badania kliniczne na ludziach wykazaty znaczenie nukleotyddéw w diecie u pacjentéw intensywnej
opieki medycznej, pacjentéw z nowotworami i pooperacyjnych pacjentow z nowotworami (Daly 21,
Daly 22, Bower 23, Van Buren 24). Badania z udziatem niemowlat testowane diety wymédg
nukleotydéw w warunkach szybkiego wzrostu. Mechanizm, w ktérym nukleotydy diety wspierac
szybko rosngcy organizm jest oszczednosc kosztéw de novo syntezy i ratowania, ewentualnie
optymalizacji funkcji tkanki (van buren). Wedtug Wilsona (55) istnieje silny zwigzek miedzy wiekiem a
zdolnoscig do tworzenia przeciwciat w odpowiedzi na rézne bodzce antygenowe, a zatem pomiar
odpowiedzi przeciwciat w surowicy na rutynowo podawane szczepionki moze dostarczy¢ uzytecznych
informacji na temat statusu rozwijajacego sie uktadu odpornosciowego u niemowlat. Pickering i wsp.



zaobserwowali zréznicowang odpowiedz? przeciwciat w surowicy na rdézne szczepionki w grupie
niemowlat karmionych preparatem wzbogaconym w nukleotydy (wyzsza odpowiedz przeciwciat
przeciwko Hib i DIP, ale nie przeciwko OPV i tezcowi). Dodatkowo w tym badaniu spozycie preparatu
wzbogaconego w nukleotydy wigzato sie z istotnym zmniejszeniem czestosci wystepowania biegunek
w poréwnaniu z grupg kontrolng (preparat wzbogacony w zelazo, oparty na biatkach mleka
krowiego). W badaniu tym potwierdzono korzystny wptyw diety zawierajgcej nukleotydy na
rozwijajacy sie uktad immunologiczny u niemowlat, ale nie przeprowadzono badan klinicznych na
zwierzetach.

Nosdéwka jest wywotywana przez wirus nosowki pséow (CDV), nalezacy do rodzaju morbillivirus z
rodziny paramyxovirus (Waner, Griot). Mimo, ze kliniczne przypadki noséwki sg rzadkie, ogniska
choroby, zwtaszcza w obiektach hodowlanych, pokazuja, ze skuteczno$é nowoczesnych szczepionek
nie moze by¢ uznawana za pewnik (Bohm). Korelacja pomiedzy mianem przeciwciat a efektem
ochronnym po immunizacji szczepionkami przeciwko noséwce wskazuje, ze odporno$¢ humoralna
ma istotne znaczenie w obronie gospodarza przed tym patogenem. Obecnie istnieje wiele szeroko
stosowanych zywych atenuowanych szczepionek, ktére zawierajg rézne szczepy wirusa CDV (Griot -
10,12). Szczepionki te mogg jednak potencjalnie powodowaé immunosupresje lub sporadycznie
niewystarczajgcg ochrone z powodu zmiany wirusa podczas pasazu komorek lub obecnosci
matczynych przeciwciat przeciwko CDV. Dlatego tez istnieje potrzeba opracowania ulepszone;j
strategii szczepionkowej, a takze zwiekszenia poszczepiennej syntezy Ig poprzez zastosowanie
immunonutrition, w tym suplementacji nukleotydami. Zwiekszytoby to skutecznosc¢ szczepienia lub
skrdcito krytyczny okres podatnosci, podczas gdy resztkowe przeciwciata matczyne nie sg juz
ochronne, ale mogg zaktécac¢ poszczepienng reakcje immunologiczna.

Doniesienia o wzmocnieniu funkcji immunologicznych przez nukleotydy oraz szczegélne
zapotrzebowanie na nukleotydy w diecie w okresie szybkiego wzrostu sktonity nas do
przeprowadzenia niniejszych badan w celu okreslenia, czy zdrowe szczenieta karmione mlekiem suki i
petnoporcjowa standardowg dietg dla szczenigt lub tg samg dietg wzbogacong o nukleotydy wykazaty
dowody na wzmocniong odpowiedz na antygen szczepionki przeciwko noséwce jako miernik
odpornosci.

MATERIALY | METODY
Zwierzeta, odrobaczanie i szczepienia

Badanie kliniczne trwato 7 tygodni i zostato przeprowadzone na 18 szczenietach (9 samcéw i 9 samic)
z 3 réznych miotdéw. Wszystkie 3 mioty byty réznych ras: 12 szczeniat rasy Briard z jednego miotu, 2
szczenieta rasy Owczarek Niemiecki z jednego miotu i 4 szczenieta rasy Miniature Schnautzer z
jednego miotu. Szczenieta z tego samego miotu w wieku 4 tygodni zostaty losowo i rdwnomiernie
przydzielone do 2 grup. W obu grupach znalazto sie 9 szczeniat: 6 Briardow, 1 Owczarek Niemiecki i 2
Sznaucery Miniaturowe. W tym czasie szczenieta byty ssgce i wprowadzono komercyjng
petnoporcjowg suchg karme dla szczenigt w wieku <3 miesiecy (grupa kontrolna). Grupa
nukleotydowa otrzymywata te sama diete z dodatkowg suplementacjg nukleotydéw (Ascosan,
Chemoforma, Szwaijcaria). Szczenieta odsadzono w wieku 6 tygodni i karmiono wytgcznie komercyjng
dietg ad libitum.



Przed rozpoczeciem badan wszystkie szczenieta zostaty przebadane klinicznie i odrobaczone (14,4 mg
embonianu pyrantelu i 15 mg febantelu na 1 kg masy ciata). Suplementacje nukleotydami w grupie
nukleotydowej rozpoczeto w wieku 4 tygodni. ....... 1,5.g ascosanu z Potrzebuje tu troche danych o
Ascosanie, (3 tabletki Ascosanu) dziennie byto podawane doustnie (rozpuszczone w niewielkiej ilosci
preparatu mlekozastepczego) w pojedynczej dawce. Po 14 dniach suplementacji w wieku 6 tygodni
wszystkie szczenieta zostaty zaszczepione przeciwko wirusowi noséwki (CDV) tg sama komercyjna
zmodyfikowang szczepionkg zawierajgcy zywe wirusy (103,5 TCID50). Po szczepieniu szczenieta w
grupie otrzymujacej nukleotydy otrzymywaty ............. 1,0 g nukleotyddw ascosan (2 tabletki Ascosan)
doustnie raz dziennie przez kolejne 30 dni.

Pobieranie prébek krwi

Pobieranie probek krwi przeprowadzono czterokrotnie: w dniu szczepienia (dzien 0 - bezposrednio
przed szczepieniem) oraz 6, 14 i 30 dni po szczepieniu. W dniu poprzedzajgcym pobranie krwi, o
godzinie 20.00 usunieto pokarm. W dniu pobrania krwi pokarm rozdawano po pobraniu krwi. Z zyty
gtowowe] pobierano wystarczajgcg ilosé krwi zylnej, aby zebrac¢ 0,5 ml surowicy. Surowice
pozostawiono do skrzepniecia, a nastepnie oddzielono przez odwirowanie. Préobki podzielono na 2
podwielokrotnosci po 0,25 ml i przechowywano w stanie zamrozonym w temperaturze -20°C do
czasu analizy.

Pod koniec badania, jedna podwielokrotnos¢ kazdej prébki zostata wystana do analizy miana Ig do
Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego (NVRI) w Putawach, Polska, w celu oceny specyficznych
mian Ig przeciwko CDV.

Metody analityczne

Przeciwciata swoiste wobec CDV oznaczano metodg immunoperoksydazowg (IMPA), zgodnie z
wczesniejszymi opisami Zaghawa i wsp. 1990, Mizak i Borowski 1998, Borowski i Kimak 2001 (1-3). W
skrdcie, kazda surowica byta seryjnie rozciericzana (2-krotne rozcieniczenia) i dodawana do
mikrostudzienek, ktére wczesniej byty pokryte komdrkami Vero zakazonymi szczepem Lederle wirusa
CDV. Po inkubacji do mikrostudzienek dodawano krélicze immunoglobuliny anty-kaninowe (lg)
znakowane peroksydazg chrzanowsg i inkubowano ptytki. Po dodaniu substratu (3-amino-9-
etylokarbazol) reakcje barwne w mikrostudzienkach oceniano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego
(powiekszenie 100x). Miano IMPA byto zapisywane jako odwrotnos¢ najwyzszego rozcienczenia
surowicy, ktore wykazato reakcje. Statystyki opisowe (Srednia, mediana, odchylenie standardowe,
wspotczynnik zmiennosci) zostaty obliczone dla kazdej daty pobrania krwi dla kazdej grupy. Istotnosé
réznic miedzy grupami analizowano za pomocag testu T programu Statgraphics (p<0,05).

Lokalna Komisja Etyczna



Przez caty czas trwania prdby szczenieta byty utrzymywane w obiektach hodowlanych. Wszystkie
procedury zostaty zatwierdzone przez Il Lokalng Komisje Etyczng do Spraw Do$wiadczer na Zywych
Ssakach. Nr opinii: 57/04.

WYNIKI | DYSKUSJA
Stan zdrowia i przyrosty masy ciata

Przez caty okres badan nie obserwowano objawéw chorobowych. Wszystkie zwierzeta chetnie
spozywaty oferowang im suchg karme. Wszystkie szczenieta wykazywaty prawidtowy wzrost
(przyrosty masy ciata) i rozwdj (tab. 1.).

Miana Ig

Wyniki analizy serologicznej przedstawiono w Tab. 2. Ochronne miana Ig przeciwko CDV s3 trudne do
okreslenia, poniewaz brak jest danych z badan klinicznych (Bohm). Wyniki serologiczne podzielono na
trzy kategorie (Bohm, Jozwik): miana <16 uznano za nieochronne; miana pomiedzy 16 a 100 uznano
za prawdopodobnie ochronne (miana graniczne), a miana >100 za ochronne.

Przeciwciata specyficzne dla CDV zostaty wykryte w czasie szczepienia (dzien 0) w surowicy 9
szczeniat (6 i 3 odpowiednio w grupie nukleotydowej i kontrolnej). Wynika z tego, ze sposréd 18
szczeniagt uzytych w eksperymencie w wieku 6 tygodni 50% miato wykrywalne poziomy matczynych
mian Ig przeciwko nosdwce, jednakze tylko dwa szczenieta (po jednym z obu grup) miaty graniczne
miana, a wszystkie pozostate szczenieta uznano za podatne.

W 6 dniu po szczepieniu przeciwciata przeciwko CDV wykazano tylko u jednego psa w grupie
nukleotydowej (< 16) i nie wykryto ich w grupie kontrolnej. Wyniki te sugerujg, ze w wieku 7 tygodni
przeciwciata matczyne prawie catkowicie zanikty i nie wystgpita jeszcze poszczepienna reakcja
serologiczna.

16 z 18 szczenigt biorgcych udziat w eksperymencie wykazato ochronny poziom przeciwciat swoistych
dla CDV 14 dni po immunizacji. W tym czasie w grupie suplementowanej u jednego szczeniaka
stwierdzono niechronigce miano Ig, a u jednego nie wykryto przeciwciat. Nieochronne miana Ig
zostaty wykluczone z analizy. U wszystkich pozostatych pséw poziom przeciwciat wzrést do poziomu
ochronnego, a Srednie miana Ig wynosity 1965,71 i 1582,22 odpowiednio w grupie nukleotydowe;j i
kontrolnej. Ze wzgledu na duze odchylenie standardowe srednie miana Ig nie wykazaty statystycznie
istotnej réznicy.

30 dni po immunizacji nie wykryto swoistych dla CDV Ig u trzech pséw: dwdch w grupie
suplementowanej i jednego w grupie kontrolnej. Jedno szczenie (grupa nukleotydowa) nie
zareagowato immunologicznie na immunizacje CDV, poniewaz jego miana Ig nie osiggnety poziomu
ochronnego w czasie catego badania. Jedno szczenie (grupa nukleotydéw) wykazywato wolniejszg
reakcje immunologiczng na immunizacje w poréwnaniu z pozostatymi 16 szczenietami. Miat
niewykrywalne miana Ig w 14 dniu, jednak w 30 dniu miana Ig osiggnety poziom 10240. Dwa
szczenieta (po jednym z obu grup) wykazaty ochronne miano Ig w 14 dniu, ale w 30 dniu miano Ig



spadto do niewykrywalnego poziomu. Wszystkie szczenieta wykazujgce nieochronne miana Ig zostaty
wytaczone z analizy. Srednie ochronne miana Ig w 30. dniu wynosity odpowiednio 5577,14 i 4320,0 w
grupie nukleotydowej i kontrolnej (ryc. 1). Ze wzgledu na duze odchylenie standardowe rdznice nie
byty istotne statystycznie, jednak liczby wskazujg na wyrazny trend w kierunku wyzszych mian Ig w
grupie nukleotydéw.

Poziomy przeciwciat pochodzacych od matki przeciwko CDV byty nieochronne lub graniczne do 6
tygodnia zycia, co jest zgodne z wynikami McMillen i wsp. Po immunizacji zaréwno w grupie
suplementowanej jak i kontrolnej ochronne miana Ig obserwowano juz w 14 dniu (8 tydzien zycia) z
dalszym wzrostem u wiekszosci szczenigt w 30 dniu (10 tydzien zycia). McMillen i wsp.
zaobserwowali ochronne miana Ig w wieku 14-16 tygodni, nawet po wielokrotnej immunizacji w
wieku 4 i 6 tygodni u szczenigt chartow.



