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Summary

The object of the study was to evaluate the effect of an experimental vaccine against Mycoplasma bovis
infections on selected humoral immune parameters in the calves. The study was carried out on twelve calves
divided into two equal groups: experimental and control. The experimental calves were subcutaneously injected
with experimental vaccine composed of suspension of the M. bovis field strain of with saponin and lysozyme. The
control group was administered with PBS by the same route. Blood samples for laboratory analyses were collected
from all the animals directly prior to the proper experiment (zero test), then at daily intervals up to the 7* day
of observation and next at weekly ones up to the 12 week after the vaccination. Serum samples were examined
for total bovine immunoglobulins (Ig) and their individual classes (IgG, A i M) using suitable ELISA Kits.

In response to the vaccine the total serum concentration of Ig was at first lower than in the control animals
up to the 56 day of observation, then it increased up to the end of the study. A distinct stimulation of the IgG
synthesis was observed in the experimental animals throughout the study with the exception of the 42" and
77™ days when it was slightly decreased. On the other hand the IgA concentration was considerably lower in
the experimental calves when compared to the control up to the 7" day of observation, whereas it was visibly
increased at day 63" and 70™ after the vaccination. In response to the vaccination the IgM concentration had
comparable values to the control throughout the study with the exception of the 4™ and 56™ days when they
were considerably higher, whereas the IgM decrease was observed only at the 21% day after the vaccination.
The experimental vaccine composed of the field strain of M. bovis with saponin and lysozyme caused significant

activation of selected indices of humoral immunity in the affected animals.
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Mycoplasma bovis uwazana jest za czynnik etio-
logiczny wielu waznych chorob bydta. Dotychczas
wykazano, ze zakazenia z udziatem tego zarazka wy-
wotywac mogg zapalenie: pluc i oskrzeli (enzootyczna
bronchopneumonia cielat, syndrom oddechowy bydta,
BRD), stawow, ucha srodkowego, rogowki i spojowki,
a takze gruczotu mlekowego (6, 8, 11, 14). Zakazenia
M. bovis stanowig znaczacy problem w odchowie
bydta takze z ekonomicznego punktu widzenia. Straty
z tytutu BRD w same;j tylko Europie si¢gajg 600 min
euro rocznie. Z kolei w USA przy 75% wskazniku
zachorowan na BRD upadki zwierzat notuje si¢ na
poziomie 50-70%, co daje w skali roku 900 mIn $

* Praca wyr6zniona nagroda za najlepsza prezentacj¢ przedstawiong przez
mtodego pracownika nauki w Sekcji Chorob Zwierzat Gospodarskich podczas
XV Kongresu PTNW w Lublinie 22-24.09.2016 1.

strat (2, 10). Analiza wlasna przypadkéw BRD w kra-
jowej populacji bydta wykazata, ze odsetek dodatnich
seroreagentow w kierunku M. bovis wynosi ponad
60% (5). Ostatnie badania autoréw w tym zakresie
rowniez dowiodly utrzymywania si¢ nadal wysokiego
odsetka cielat i krow zakazonych M. bovis w przebiegu
klinicznych przypadkoéw zapalenia ptuc, stawow oraz
mastitis. W przypadku cielat 56% omawianej populacji
wykazywato obecnos¢ specyficznego DNA M. bovis
(16). Skuteczng kontrolg zakazen M. bovis u bydta
ogranicza istotnie, zwlaszcza w ostatnim okresie,
narastajaca szybko oporno$¢ terenowych szczepdéw
tej mykoplazmy na chemioterapeutyki stosowane
rutynowo w lecznictwie weterynaryjnym. Ponadto,
dziatania te utrudnia brak mozliwo$ci prowadzenia
swoistej profilaktyki, bowiem niedostgpne sg na razie
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Tab. 1. Ocena obecnoSci przeciwcial anty-M. bovis w surowicy krwi cielat (z okre§leniem Sredniego stopnia pozytywnosci)

w odpowiedzi na iniekcje¢ eksperymentalnej szczepionki

Liczba dni od iniekeji
Grupa cielat
0 1 2 3 4 5 6 1 14 21 28 35 42 49 56 63 70 17 84
K(n=6) - -1-1-1-1-1-1-1-1-1-"1-/-1-1-1-1-1-71-
S+L(n=6) = = - - - - - - 4 | 4+ | 4+ | 4+ | A+ | 3+ | 3+ | 3+ | 3+ | 3+ | 2+

Objasnienia: K — grupa kontrolna; S + L — grupa szczepiona; + obecnos¢ przeciwciat anty-M. bovis (1+ - 4+ stopien pozytywnosSci
od + do ++++); — brak obecnosci przeciwcial anty-M. bovis; interpretacja: — przy Val < 37%; 1+ przy 37% < Val < 60%; 2+ 60%
< Val < 83%; 3+ 83% < Val < 106%; 4+ 106% < Val < 129% gdzie Val (Val(ue)) oznacza: delta OD surowicy/delta OD kontroli

dodatniej x 100 (w %)

na rynku krajowym komercyjne szczepionki przeciwko
zakazeniom M. bovis (1, 18). Jedyne szczepionki tego
typu wprowadzono tylko w USA, ich skutecznos$¢ jed-
nak pozostawia wiele do zyczenia 1 budzi uzasadnione
kontrowersje (12, 15). Dotychczas wysokg skutecznos¢
potwierdzono jedynie w UK po zastosowaniu u cielat
eksperymentalnej szczepionki przygotowanej z udzia-
tem terenowego szczepu M. bovis 1 saponiny, jako
adiuwantu 1 inaktywatora mykoplazm (13). Z kolei
w naszym kraju podje¢to tez skuteczng probg opraco-
wania oraz oceny wlasciwosci protekcyjnych wlasne;j
eksperymentalnej szczepionki przeciwko zakazeniom
M. bovis u cielat ztozonej z krajowego szczepu M. bo-
vis oraz saponiny i Emulsigenu® jako adiuwantow (6).

Celem niniejszych badan byla ocena odpowiedzi
humoralnej u cielat po zastosowaniu nowej kombina-
cji szczepionki przeznaczonej do immunoprofilaktyki
zakazen M. bovis ztozonej tym razem z terenowego
szczepu M. bovis oraz dwoch adiuwantow, tj. saponiny
1 lizozymu.

Materiatl i metody

Na przeprowadzenie badan uzyskano stosowng zgodg 11
Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na Zwierze-
tach. Badania wykonano na 12 klinicznie zdrowych ciele-
tach, rasy cb, w wieku okoto 5 tygodni zycia, pochodzacych
z krajowych ferm bydta. Cielgta przed wlasciwym badaniem
poddano dwutygodniowemu okresowi adaptacyjnemu. Po
tym czasie podzielono je losowo na dwie rowne grupy:
doswiadczalng (S + L) i kontrolng (K). W zerowym dniu
(,,0”) doswiadczenia cielgtom grupy S+L podano w iniek-
cji podskornej w okolice szyi wlasng szczepionka, ktorg
opracowano na bazie terenowego szczepu M. bovis (Ban-
kIt1801634 Mbovis KP795974) wyizolowanego w kraju
z przypadku mastitis u bydta z dwoma adiuwantami, tj.
saponing (Sigma, Poole) i lizozymem (Lydium-KLP™,
Nika, Health Products). Saponina stuzyta réwniez jako
inaktywator mykoplazm. We wcze$niejszym opracowaniu
autorskim (6) opisano szczegdétowo procedur¢ hodowli
M. bovis 1 przygotowania zawiesiny bakteryjnej z saponi-
ng. Nastepnie do tej zawiesiny dodawano lizozym (2 ml)
i dopelniono PBS (1 ml). Ostateczna objetos¢ szczepion-
ki przeznaczona do podania s.c. cieletom wynosita 8§ ml/
zw. Zwierzeta kontrolne otrzymaty natomiast w tej samej
ilodci i ta sama droga PBS. Krew do badan laboratoryj-
nych pobierano od cielat bezposrednio przed wiasciwym
doswiadczeniem (proba zerowa; dzien 0), a nast¢pnie

w 24-godzinnych odstepach do 7. dnia obserwacji i kolejne,
w odstepach tygodniowych, do 12. tygodnia po szczepieniu.
W surowicy krwi cielgt oznaczano obecno$¢ specyficznych
przeciwcial anty-M. bovis z okresleniem $redniego stopnia
pozytywnosci (tab. 1) oraz calkowite stezenie immuno-
globulin bydlecych (Ig) i poszczegolnych ich klas (IgG, A
i M) w oparciu o metod¢ immunoenzymatyczng (ELISA)
z wykorzystaniem oddzielnych komercyjnych zestawow,
tj. odpowiednio: Mycoplasma bovis ELISA kit (Bio-X
Diagnostics, Belgium), ELISA kit for the quantitative de-
termination of Bovine immunoglobulin (Bio-X Diagnostics,
Belgium) oraz Bovine IgG ELISA Kit, Bovine IgA ELISA
Kit i Bovine IgM ELISA Kit firmy Bethyl Laboratories,
Inc. Pomiar i odczyt warto$ci ggstosci optycznej w dotkach
mikroptytek ELISA przeprowadzono na automatycznym
czytniku mikroptytek (E1x800 Microplate Reader, BioTek
Instruments, Inc., USA) przy dtugosci fali 450 nm. Z kolei
kalkulacja wynikow otrzymanych metodg ELISA zostata
wykonana przy uzyciu programu KC Junior programme
(BioTek Instruments, Inc., USA) skonfigurowanego z czyt-
nikiem mikroptytek.

Otrzymane wyniki zostaty przestawione w postaci sred-
nich arytmetycznych + SD. Réznice migdzy warto§ciami
srednich uzyskanych w obydwu grupach w tym samym
czasie poddano analizie statystycznej w oparciu o test
t-Studenta dla préb niezaleznych przy p < 0,05.

Wyniki i oméwienie

W badaniach wykonanych u cielat bezposrednio
przed rozpoczgciem do$wiadczenia nie stwierdzono
obecnosci specyficznych przeciwciat anty-M. bovis.
Stan ten utrzymywat si¢ przez caty okres do$wiad-
czenia u zwierzat grupy kontrolnej, natomiast u cielat
doswiadczalnych ulegt on zmianie w 14. dniu po
szczepieniu, w surowicy krwi tych ostatnich wykaza-
no bowiem wzrost miana specyficznych przeciwciat
anty-M. bovis obejmujacy rozne stopnie pozytywnosci,
zalezne od kolejnych analizowanych dni po szczepie-
niu (tab. 1). W przypadku natomiast oceny ogdlnej puli
immunoglobulin bydlecych u cielat doswiadczalnych
stwierdzono wyrazny spadek warto$ci tego parametru,
utrzymujacy si¢ do 56. dnia po szczepieniu. Po tym
czasie ulegl on widocznemu podwyzszeniu i1 jego
wartosci byly wyraznie wyzsze u cielat doswiadczal-
nych niz u kontrolnych (ryc. 1). Z kolei koncentracja
czastkowych immunoglobulin klasy IgG utrzymywata
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Ryc. 1. Srednie stezenie catkowitej puli bydlecych Ig w suro-
wicy krwi cielat w odpowiedzi na iniekcje eksperymentalnej
szczepionki

Objasnienia: K — grupa kontrolna; S + L — grupa szczepiona;
a — roznice istotne statystycznie przy p < 0,05 miedzy grupami
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Ryc. 2. Srednie stezenie IgG w surowicy krwi cielat w odpo-
wiedzi na iniekcje eksperymentalnej szczepionki
Objasnienia: jak na ryc. 1
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Ryc. 3. Srednie stezenie IgA w surowicy krwi cielat w odpo-
wiedzi na iniekcje¢ eksperymentalnej szczepionki
Objasnienia: jak na ryc. 1
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Ryc. 4. Srednie stezenie IgM w surowicy krwi cielat w odpo-
wiedzi na iniekcje¢ eksperymentalnej szczepionki
Objasnienia: jak na ryc. 1
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si¢ u cielat szczepionych w poréwnaniu z kontrolg na
podwyzszonym poziomie niemalze przez caty okres
do$wiadczenia, z wyjatkiem 42., 77. i 84. dnia obser-
wacji, gdzie notowano nieco nizsze lub zblizone do
zwierzat kontrolnych wartosci tego parametru (ryc. 2).
W odpowiedzi na szczepienie st¢zenie IgA utrzymy-
walo si¢ na generalnie nizszym niz kontrola poziomie
przez wigkszos$¢ obserwacji. Dopiero miedzy 63. a 70.
dniem po szczepieniu obserwowano wyrazny wzrost
warto$ci tego parametru u cielat doswiadczalnych
(ryc. 3). Z kolei stezenie IgM u cielat szczepionych
osiggalo generalnie zblizone do kontroli warto$ci,
zwyjatkiem 21. dnia obserwacji, gdzie notowano wy-
razny spadek warto$ci tego parametru, a takze 4. 1 56.
dnia po szczepieniu, gdzie warto$¢ ta byta wyraznie
wyzsza od kontroli (ryc. 4).

Weczesniejsze badania wlasne (7) wykazaty wyrazne
podwyzszenie koncentracji gammaglobulin bydlgcych
w surowicy cielat i dorosltego bydta ocenianych jako
serododatnie w kierunku zakazen M. bovis w poréw-
naniu do zwierzat serologicznie ujemnych. Poprzednia
formulacja szczepionki wtasnej oparta na tym samym
szczepie M. bovis, jednak o odmiennym sktadzie
adiuwantowym, powodowata wyrazne podwyzsze-
nie miana specyficznych przeciwciat anty-M. bovis
u szczepionych cielat widoczne juz od 14. dnia po
szczepieniu (6), co bylo zgodne z obecnymi wyni-
kami. Nieco inaczej ksztattowaly si¢ jednak zmiany
stezenia catkowitej puli immunoglobulin bydlecych
dla obydwu ocenianych szczepionek. Szczepionka
opisana w tym opracowaniu stymulowata efektywnie
produkcje catkowitej puli Ig dopiero po 56. dniu od
iniekcji, natomiast ztozona z saponiny i Emulsigenu®
juz od 14. dnia po immunizacji. Stan ten utrzymywat
si¢ nieprzerwanie do 21. dnia po szczepieniu, w kto-
rym inokulowano cielgta szczepem homologicznym
M. bovis (6). Obydwie formy szczepionki stymulo-
waly natomiast podobnie synteze immunoglobulin
klasy IgG, co miato miejsce migdzy 7. a 21. dniem
po szczepieniu. W przypadku immunoglobulin klasy
IgA dla ocenianej w pracy szczepionki obserwowano
wyraznie przesunigta w czasie stymulacje tego para-
metru w poroéwnaniu do wczesniejszej badanej szcze-
pionki, zawierajacej inny sktad adiuwancyjny, ktora
powodowala istotny wzrost wartosci IgA widoczny
juz w 7. dniu obserwacji. Szczyt wzrostu przeciwciat
IgA notowano dla porownywanej szczepionki dopiero
w 14. dniu po immunizacji (6). Stymulacja syntezy
IgA moze posrednio $wiadczy¢ o aktywacji lokalnej
odpowiedzi immunologicznej w obrebie tkanki limfa-
tycznej zwigzanej z btonami §luzowymi, tzw. mucosa-
-associated lymphoid tissue (MALT). Przypisuje si¢ jej
przede wszystkim udzial w ograniczaniu kolonizacji
dolnych drég oddechowych przez patogeny bakteryjne
1 wirusowe, co sprzyja efektywnej ich eliminacji z pluc
gospodarza (17). Podobne zalezno$ci dla obydwu oma-
wianych rodzajow szczepionek wiasnych stwierdzono
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w zakresie koncentracji immunoglobulin klasy IgM,
gdzie wykazano stymulujacy ich wplyw na wartosci
tego parametru w poczatkowym okresie po podaniu
szczepionki (6), tj. kiedy zwykle dochodzi do rozwoju
swoistej odpowiedzi humoralnej. W wyniku immu-
nizacji cielat szczepionkg z dodatkiem Emulsigenu®
koncentracja IgM utrzymywata si¢ na podwyzszonym
poziomie jeszcze w 14. dniu po szczepieniu (6), z kolei
w przypadku obecnie prezentowanych badan ich wy-
razny wzrost obserwowano w 4. dniu po szczepieniu.
Nastepnie drastyczny ich spadek widoczny byt po
14. dniu po szczepieniu, co bylto zblizone z zapoczat-
kowaniem procesu wzrostu st¢zenia specyficznych
przeciwcial anty-M. bovis.

Poréwnujac wyniki wiasnych badan z danymi pi-
$miennictwa nalezy podkresli¢, ze jedna z dostgpnych
na rynku inaktywowanych szczepionek przeciwko za-
kazeniom M. bovis stosowana w USA nie powodowata
istotnych zmian w koncentracji immunoglobulin klasy
IgG2, IgA 11gM mimo trzykrotnej immunizacji cielat.
Po podaniu tej szczepionki obserwowano natomiast
wyrazng stymulacje IgG1, ktoéra notowana byta w roz-
nym okresie po szczepieniu, w zaleznosci od rodzaju
badanego stada (12). W odréznieniu od 1gG2, podklasa
IgG1 wydaje si¢ odgrywac mniejszg role w eliminacji
M. bovis z ustroju gospodarza poprzez jej opsonizacje
(9). Brak wyraznej stymulacji wigkszo$ci parametrow
odpowiedzi humoralnej w nastgpstwie stosowania tej
komercyjnej szczepionki pokrywat si¢ w praktyce z jej
niskg skuteczno$cig w profilaktyce zakazen M. bovis
w badanej grupie cielat (12). Inne tego typu badania
z udzialem dwoéch komercyjnych inaktywowanych
szczepionek dostgpnych w USA wykazaty brak istot-
nej stymulacji [gG2 nawet w nastepstwie kilkukrotnej
immunizacji (dwu- lub trzykrotnej, w zaleznos$ci od
rodzaju szczepionki). Pewng stymulacje obserwowa-
no tylko dla podklasy IgGl, jednak réznica migedzy
grupami szczepionymi a kontrolg nie byta istotna
statystycznie. Obydwie te szczepionki nie chronity
réwniez przed kolonizacja gornych drég oddechowych
przez M. bovis, a takze przed rozwojem specyficznych
zmian patologicznych w obrgbie pluc immunizowa-
nych cielat (15).

W odpowiedzi na szczepienie cielat wtasng eks-
perymentalng szczepionka zawierajaca terenowy
szczep M. bovis wyizolowany w kraju z przypadku
mastitis u bydla w potaczeniu z saponing i lizozymem
wykazano istotng aktywacj¢ wybranych wskaznikéw
odporno$ci humoralnej u badanych zwierzat. Ochronny
potencjat prezentowanej szczepionki wykazano row-
niez w innych badaniach immunologicznych (3, 4),
ktore wymagaja jednak dalszego pogtebienia i posze-
rzenia nie tylko w warunkach eksperymentalnych, ale
1 terenowych, co moze umozliwi¢ wlasciwg oceng jej
efektywnosci 1 przydatnosci tej szczepionki w profi-
laktyce zakazen M. bovis u bydta.
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