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chodzily do 1 miliona; w ciagu pierwszych 6
tygodni cigzy w obu grupach zmniejszyly sie
do 500 000. W przebiegu cigzy wyrainie za-
rysowaly sie roznice pomigdzy badanymi gru-
pami w odniesieniu do bezwzglednej ilosci
leukocytéw (rys. 1), ktérych Srednia arytme-
tyczna w grupie krow zakazonych — z wyjat-
kiem 6 i 8 miesigca ciazy — wykazywala syste-
matyczny wzrost. W grupie wolnej od gruzlicy
stwierdzano staly spadek leukocytéw. Ostatni
miesiac ciazy byl okresem wyraznego wzrostu
bezwzglednej ilosci leukocytow w obu grupach.
Stosunek limfoeytéw do neutrocytow ilustruje
rys. 2.
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Rys. 1. Ilo§¢ leukocytow i neutrocytow w leukogra-

mie, w %

W grupie krow zakazonych obserwowano
przez caly okres cigzy — z wyjatkiem 2 mie-
sigca — wyzszy poziom procentowy limfocytow
a nizszy neutrocytow, anizeli w grupie wolnej
od gruzlicy. W obu grupach, w ostatnim mie-
sigeu cigzy wystapil wyrazny procentowy spa-
dek limfocytéw i wzrost neutrocytow, przy
czym przesuniecie w grupie krow wolnych od
gruzlicy bylo zdecydowanie wyrazniejsze. Spa-
dek limfocytow tuz przed porodem obserwo-
wali rowniez Greatorex i Moberg (cyt. za 7).
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Z dokonanych obserwacji wynika, ze krowy
dodatnio reagujace na tuberkuline nie wykazu-
ja specjalnej leukocytozy, ktéra moglaby by¢
przyczyng pomylek w badaniach na bialaczke.
Tylko w 7 1 9 miesigcu ciazy, ilos¢ leukocytow
w 1 mm3 (Srednio dla tej grupy) przekroczyla
10000, a tym samym moglaby spowodowaé
zaliczanie takich kréw do grupy podejrzanych
o bialaczke wg klucza Gotzego. Jednakze po
przeliczeniu tych wynikéw na bezwzgledne
wartosci limfocytow w mmd watpliwosci te
znikajg, bowiem srednie w odpowiednich prze-
dzialach wieku miescily sie w granicach normy.
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Badania poréwnawcze nad akitywnoscia szczepionki liofilizowanej
i natywnej przeciwko ospie kur

zaklad Technologii i Kontroli Lekéw Weterynaryjnych Instytutu Weterynarii w Pulawach
Kierownik: doc. mgr Z. SYNOWIEDZKI

Uodparnianie drobiu przeciwko ospie jest
ciggle aktualnym problemem w Swiecie.
W Polsce ogniska ospy kur wystegpuja spora-
dycznie, niémniej istnieje stale niebezpieczen-
stwo rozprzestrzenienia tej choroby. Do szcze-
pien zapobiegawczych przeciwko ospie stosuje
sie wylacznie szczepionki zywe.

Wsiréd badaczy sa odmienne zdania co do

wyboru szczepow. Niektorzy autorzy uwazaja
(2, 5, 7), ze szczepionki nalezy produkowal na
szezepach o oslabionej zjadliwosci, homolo-
gicznych dla danego gatunku ptakow. inni
(3, 4. 8, 9. 10) wykazali wysoka wartose
wodparniajgea szezepionek opartych na szcze-
pach heterologicznych, mniej patogennych dla
drugiego gospodarza. Autorzy ci uwazaja, ze

41



Nr 1

szczep ospy golebi jest nieszkodliwy dla dro-
biu, nie powoduje spadku niesnosci i daje
9—12 miesieczng odpornosé. Balla (1), De
Blieck (2), Hartwigk i Tatibrich (4), Olah (8)
i Miiller (6) stwierdzili, ze o silnym dziataniu
Immunogennym wirusa ospy gotebi decyduje
ilos¢ zmienionych chorobowo brodawek skéry.
Balla (1) ocene szczepionki okreslal na pod-
stawie stopnia rozciedczenia, ktore w dawce
0,1 ml wywolywalo u 50% szczepionych
ptakéw dodatnia reakcje miejscowa przyj-
mujac, ze juz dwie chorchowo zmienione bro-
dawki skory decydowaly o dodatnim odczy-
nie.

W naszych badaniach oparliSmy sie na wy-
nikach Balla (1) i Oldha (8). Celem badan
bylo otrzymanie trwalego preparatu (liofilizo-
wanego) zachowujacego swa aktywnosé co
najmniej do 2 lat i bedacego jednoczesnie wy-
godnym w stosowaniu w terenie.

Material i metody

Do doswiadczenia uzyto produkeyjny szczep ospy
golebi otrzymany z Pulawskich Zakladow Przemystu
Bioweterynaryjnego. Szczep ten namnozono na gole-
biach wprowadzajgc wirus metodag skaryfikacji
w brodawki skéry, okolicy klatki piersiowej poz-
bawione piér bezpoérednio przed szczepieniem K Dzie-
sigtego dnia po zakazeniu w okresie najintensywniej-
szego nasilenia zmian ospowych, pobreno wycinki
zmienionej skéry. Polowe =z nich zliofilizowano.
drugg cze$¢ maleriatu, pochodzgcego z tej samej
partil, przetrzymywano w chtodni w stanie zamro-
zenia (—5°) do czasu kazdorazowego wykonania
szczepionki natywnej dla pordwnawczych oznaczen
ze szczepionkg liofilizoweana.

A. Metodyka liofilizacji szczepionki przeciwke
ospie kur. Odwazono 14,21 g wycinkéw skor po-
chodzacych od golebi, szezepionych tym samym roz-
cienczeniem wirusa, ktore wykazaly silny cdezyn po-
szczepienny. Skéry roztarto z piaskiem kwarcowym
w mozdzierzu porcelanowym. Jako noénika, stuzgcego
jednocze$nie jako rozcienczalnik uzyto odtluszezonego
jalowego mleka. Otrzymang emulsje 2z roztartych
skor uzupelniono mlekiem do ogdlnei ilesei 127 ml
ti. wagowo dziesieciokrotnie wiekszg iloscig od cieza-
ru skor. Otrzymang zawiesine rozlano jalowo po
1 ml do 5 ml ampulck. Szczepionke zamrozono na
aparacie obrotowym w alkoholu 96% z suchym lo-

dem otrzymujac na $ciankach ampulek jednolita,
cienkg warstwe zamroZonej emulsji. Liofilizacje
szczepionki przeprowadzono w aparacie ,,Usifroid”

M32/4 w temperaturze —76 do —78°, Suszenie prze-
prowadzano przez 7 godzin w préini wynoszace]j
10—2 Torr. Ampulk! zatopiono w prézni i przecho-
wywano przez caly czas do$wiadezenia w tempera-
turze +4°C. W podany sposéb zliofilizowano dwie

serie szczepionki, kére oznakowano numerami 1364
i 166.
B. Oznaczenia aktywnosci obu serii szczepionek

liofilizowanych i natywnych przeprowadzono na
golebiach i kurczetach.

Golebie otrzymywano zawsze od tego samego ho-
dowecy, kurczeta rasy karmazyn oraz mieszance po-
chodzily z doswiadezalnego majatku SGGW w Brwi-
nowie i z Zakladu Wylegu Drobiu w Warszawie,

Golebie szczepione metodg skaryfikacji w bro-
dawki skory klatki piersiowej po obu stronach
mostka, stosujac po 0,1 ml odpowiedniego rozciencze-
nia szezepionki. Szczepionke liofilizowang oraz na-
tywng rozcienczano ptynem fizjologicznym od 10—2 do
10—, Odpowiednim rozcieficzeniem szczepiono 3 do
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5 gotebi. Kurczela szczepiono szczepionkaemi w roz-
cienczeniu od 10— do 10— po 0,1 ml metoda skaryfi-
kacji dwoma sposobami: 1) w brodawki skéry uda,
2) cyklicznie t.zn. brano 4 grupy kurczat, w kto-
rych kzzdg grupe szczepicno cizterema rozcienczeniami
w skore cbu skrzydel i nég. Np. I grupe szczepiono ko-
lejno pierwszym rozcienczeniem — w prawe udo, dru-
gim — w lewe udo, trzecim — w prewe skrzydlo,
czwartym — w lewe skrzydlo: IT grupe — pierwszym
rozcienczeniem w lewe udo, drugim — w prawe
skrzydlo, trzecim —— w lewe skrzydlo, czwartym — w

rewe uda 1 w ten sposéb dalej przesuwajac kazdo-
rezowo szezepienie danym rozcieficzeniem w nowe
miejsce.

Miano aktywnosci EDg, szezepionek liofiliozowanych
i natywnych, badanych w poszczegolnych odstepach
czasu, obliczano wg metody Reeda Miiencha, przyj-
mujac za $Srednie miano takie rozcieficzenie wirusa,
ktore u wiekszogei badenych plakoéw wywolato odezyn
o nasileniu co najmniej -+ +.

Badania wlasne

Celem okreslenia wplywu czasu i warunkow
przechowywania na aktywnoesé szczepionek,
przeprowadzono w roznych odstepach czasu
15 poréwnawczych oznaczen na 259 golebiach
1 5 oznaczen na 212 kurczetach.

Zmiany ospowe u golebi obserwowano przez
15 dni. Nasilenie zmian chorobowych oznacza-
nood + do + + + +:

od 1 do 10 obrzmialych brodawek skoéry
oznaczano -+

od 11 do 20 obrzmialych brodawek skory
oznaczano + -+

od 21 do 30 obrzmiatych brodawek skory
oznaczano + -+ -+

ponad 31 obrzmialych bredawek skory ozna-
czano + -+ + -+

Czesto przy wysokich koncentracjach wiru-
sa (102, 10—%) obserwowano silne, rozlane na-
cieczenie surowicze tkanki podskornej, unie-
rmozliwiajace liczenie reagujgcych dodatnio
brodawek, zmiany takie okre§lano jako
++-++. W czasie przeprowadzonych przez
nas badar stwierdzono, Ze silniejszy stopien
reakeji, zaréwno w sensie ilosciowym jak
i jakosciowym, obserwowanych zmian na go-
tebiach, wystepuje u golebi mlodszych niz
u dorostych. Jednoczesnie zaobserwowano zde-
cvdowanie stabsze wystepowanie objawdéw po-
szczepiennvch badz tez nawet ich brak u gole-
bi wychudzonych, co w kilku przypadkach
spowodowalo znaczny rozrzut wynikéw w gru-
nie golebi szczepionvch {a samg szeczepionka
i tym samym rozciehczeniem w granicach
++++ do —.

Do badan aktywno$ci szczepionek na kur-
czetach uzyto do dwodch oznaczen ptakew w
wieku 4 miesiecy, do trzech — w wieku 6—7
tygodni. Reakcje poszczepienng okreslano tak-
ze na podstawie ilodci i nasilenia zmian ospo-
wych na skoérze:

od 1 do 5 obrzmialych brodawek
oznaczano +

od 6 do 10 obrzmiatych brodawek skory
oznaczano + -+

skory
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od 11 do 15 chrzmialych brodawek skéry
oznaczano + + -+

ponad 15 obrzmiatych brodawek skdéry ozna-
czano + 4+ +

Zastosowanie metody cyklicznego szczepie-
nia kurczgt pozwolilo nam na czterokrotne
zwiekszenie ilosci przeprowadzonych odczytéw
reakeji poszczepionych. Stwierdzono, ze odeczyn
poszezepienny niezalezny jest od miejsca
szezepienia ani od wielokrotnosci szczepienia,
a tylko od stezenia uzytej szczepionki. Prze-
prowadzone w jednym czasie pordéwnawcze
szcezepienia 2 grup kurczat: 1| — metoda sto-
sowang w tferenie tj. szczepienie w brodawki
skéry ude; 2 -— metods szezepien cyklicznych,
wykazaly calkowite pokrywanie sie oceny
wartosei szezeplonki przy obu metodach.

Badania serii 1364 przeprowadzono na gole-
biach przez 36 miesiecy, na kurczetach przez
24 miesigce, od chwili wyprodukowania szcze-
pionki, serie 166 badano przez 24 miesigce
zard6wno na golebiach jak i lkurczetach.

Wvniki

Wyniki oceny wartosci szczepionek liofili-
zowanych 1 natywnych p-ko ospie kur prze-
prowadzanej poréwnawczo w roznych odste-
pach czasu na golebiach i kurczetach, zesta-
wiono graficznie w postaci éredniej EDsy obu
badanych serii szezepionek dla danego okresu
mianowan. Miano ED;; szczepionki liofilizowa-
nej serii 1364 badanej na golebiach przez 36
miesiecy wahalo =zie w granicach 107%% do
10—%5, miano szezepionki liofilizowanej serii
166 po 24 miesigcach wynosilo EDgy 4,24
Dane wuzyskane 2z badan przeprowadzonych
nad obhu seriami szeczenionek wvkazeno na
wykresie w postaci wspdlnej krzywej (rys. 1).
Szczepionka natywna serii 1364 w pierwszym
poréwnaweczym kadaniv na golebiach, wykazala
wyzsze miano ED; -— 6,5 w stosunku do

Rys. 1

Miano szceepionki
-
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szczepionki liofilizowanej ED;, — 5,5, Roznice
te mozna wythumaczyé przebiegiem procesu
liofilizacyjnego, w czasie ktdrego cze$é mate-
riatu zywego ulega obumarciu. Zjawisko to do-
tyczy réinych komérek zywych tak bakteryj-
nych, jak | wirusowych., W badaniach po 3, 6
i 9 miesigcach przechowywania, szeczepionki
natywne obu serii utrzymywaly stale miano
na poziomie ED;, 5,6, Po 15 miesigcach
zanotowano spadek miana do 10732 g5 po 24
miesigcach przetrzymywania szczepionki na-
tvwne utracily caltkowicie swg aktywnoéé.

Podobne wyniki uzyskano z przeprowadzo-
nych mianowan na kurczetach. Srednie miano
szczepionek liofilizowanych oznaczone po 11
1 15 miesiacach -od chwili Nofilizacji wynosilto
10—%8 { ulrzymalo sie w granicach 10~* przez
24 miesigce tj. przez okres trwania dos$wiad-
czenia. Podezas gdy szczepionki natywne pao
15 miesigcach przechowywanis wykazaly juz
tylko miano 1018 po 20 miesigcach 10—11,
a po 24 miesigcach utracity swa aktywnosé.

Omodéwienie wynikodow

Badanie aktywnosci szczepionek na pod-
stawie ilosei reagujacych dodatnio brodawek
skory oparto na metodech stosowanych przez
badaczy Balla (1), De Blieck’a (2) Hartwigk’a
i Téaubrich’a (4) craz Oldh’a (8). Balla (1)
stwierdzil, ze dawka 0,1 ml szczepionki w roz-
cienczeniu 1072 wywolujgca lokalny odezyn
poszezepienny warunkuie dostateczng wartosc
immunogenna szczepionki. Badana przez niego
liofilizowana szczepionka produkowana ze
szezepu  golebiego, przetrzymywana ‘w  tem.
—4° do —8°C zachowata swa aktywnosé przez
800 dni.

W badaniach naszych szczepienka liofilizo-
vana przetrzymywana w tem. +4°C utrzy-
mala stale miano ED. — 4,5 przez caly okres
badania tj. przez 1080 dni. Zatem uzyskane
wyniki w odniesieniu do szczepionki liofilizo-
wanej sa zgodne ze spostrzezeniami innych
autoréw, a nawet pozwolilty stwierdzié dhuzszy
termin jej aktywnosci immunogennej.

Badania wlasne potwierdzaja wnioski wysu-
niete przez Olah’a (8) o rdwnowartoéci oceny
szezepionek ospowych prowadzonej badz na
golebiach, badZ to na kurczetach.

Wnioski

1. Z przeprowadzonych badan wynika, ze
liofilizowane szczepionki majg co najmniej
dwu- do trzykrotnie dluzszy termin wazno$ci
niz surowiec wyjsciowy do szczepionek na-
tywnych, przechowywany w formie zamrozo-
nego péifabrykatu.

2. Szezepionki liofilizowane zachowaly wy-
sokie miano skuteczno$ci (EDgy 10745 przez co
najmniej 3-letni okres przechowywania.

3. Przeprowadzone réwnolegle mianowania
szczepionek liofilizowanych i mnatywnych na
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golebiach 1 kurczetach potwierdzily réwno-
warto$¢ oceny ich aktywnosei.

4. Do kontroli szezepionki winno uzywaé
sie ujednolicony material zwierzecy zaréwno
pod wzgledem wieku jak i kondycii.
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Nowe ognisko kleszczy Dermacentor pictus Herm.,
w pofudniowej Lubelszczyznie

Instytut Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie
Dyrektor: doce. dr H. RAFALSKI

Znaczenie epidemiologiczne i
giczne D. pictus.

Kleszcze z gatunku Dermacentor pictus
Herm. sa przenosicielami calego szeregu cho-
robotwérezych drobnoustrojow.

Wedlug autoréw radzieckich sg one jednym z gldw-
nych przenosicieli paleczek Francisella tularensis,
wywolujgeyeh tularemie u ludzi i zwierzat (16, 17,
19). Kleszeze te stanowia rezerwuar paleczek tula-
remii i odgrywaja duza role w utrzymywaniu sie
w przyrodzie naturalnych ognisk tego schorzenia,
co stwierdzono na graniczacych z Polskg obszarach
Ukrainskiej SSR (14). Badacze radzieccy wyosobnili
rowniez z kleszczy D. pictus paleczki Brucella abor-
tus i Brucella melitensis, listerie (Listeria mono-
cytogenes) i wloskowca rozycy (Erysipelothrix rhu-
siopathiae) (16, 20). D. pictus jest riéwniez przenosi-
cielem riketsji kleszczowego duru wysypkowego (Ri-
ketisia sibirica), riketsji wywolujacych zakazny nefro-
zo-nefryt (Rickettsie paviovskyi) i, wiruséw omskiej
goraczki krwotocznej (1, 16). W $wietle osi tnich ba-
dan Katina (7, 8), przeprowadzonych na terenie okregu
tiumenskiego (ZSRR), nalezy sie réwniez liczyé z du-
zym udzialem tych kleszezy w przenoszeniu na lu-
dzi i zwierzeta wiruséw kleszczowego zapalenia moz-
gu. Autor ten wyosobnit z réznych stadidw rozwo-
jowych D. pictus 25 szezepdw wirusa kleszezowego
zapalenia moézgu, a ponadto stwierdzil eksperymen-
talnie mozliwo$é transcworyjnego przekazywania wi-
rusa u omawianego getunku kleszeza. Dermacentor
pictus przenosi rowniez pierwotniaki chiorobotwéreze
dla zwierzat domowych: Babesia cabelli, wywoluiace
habeszjoze koni, Nuttaliia equi, wywclujace nutalioze
koni oraz Babesia canis, wywolujgce babeszjoze psow
(6, 18). Niekorzystny wplyw na zwierzeta domowe
wywiera wreszcie sama §lina kleszezy, wydzielana
w czasie aktu ssania.

epizootiolo-

Jak wynika z przytoczonych powyzej da-
nych, zbadanie wystepowania i biologii klesz-
czy D. pictus na terenie Polski moze mieé
istotne znaczenie dla medycyny weterynaryj-
nej i ludzkiej. co podkres$lal zresztg kilka-
krotnie w swych publikacjach Drozdz (3, 4, 5).

Wystepowanie D. pictus w Polsce.

Dermacentor pictus Herm. jest jednym z
rzadszych kleszezy wystepujacych na terenie
Polski. Po raz pierwszy zostal on stwierdzony
na obszarze naszego kraju przez Obitza (15),
ktory we wsi Kotliny (gmina Zyrzyn, pow.
Pulawy) znalazl 2 samce D. pictus na skérze
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krowy padiej na hemoglobinurie. Lachmajer
(11) stwierdzila te kleszcze w rejonie Bialo-
wiezy, na bydle wypasanym na pastwiskach
lesnych i przylesnych. Drozdz (3, 4) stwier-
dzil wystepowanie D. pictus w rejonie raj-
grodzko-kobielanskim (woj. biatostockie),
znajdujac te kleszcze na losiach, bydle, sarnie
oraz na lace polozonej na terenie rezerwatu
Czerwone Bagno. W badaniach przeprowadzo-
nych powtérnie w tym rejonie przez Drézdza
i Szymanskiego w maju 1965 r., autorzy stwier-
dzili masowe wystepowanie tych kleszczy na
bydle oraz ma roslinnosci w niektérych bioto-
pach lesnych i lgkowych (5). Krzeminski (10)
zebral 34 samce D. pictus z glowy zastrzelo-
nego w ramach odstrzalu sanitarnego losia,
ktéry prawdopodobnie pochodzil z Puszezy
Kampinoskiej.

Badania wlasne

W okresie od kwietnia 19668 r. do lipca
1967 r. Instytut Medycyny Pracy i Higieny
Wsi prowadzil na terenie pecludnicwej Lubel-
szczyzny badania dotyczace warunkdéw pracy
w oborach. W trakcie tych badan wykryto na
terenie wsi Machnéw (polozonej w pld. wsch.
czedci powiatu Tomaszéw Lubelski) ognisko
D. pictus. Na podstawie przeprowadzonych
badan, oraz wywiadéw z pracownikami miej-
scowego PGR ustalono, ze dojrzale kleszcze
D. pictus pojawiaja sie na bydle w dwoch
okresach roku. Pierwszy z nich przypada na
miesigc maj, drugi natomiast na miesiace je-
sienne (wrzesien i pazdziernik).

Bydlo bylo opadane przez kleszcze na pastwisku
(odleglym ok. 2,5 km. od budynkéw oborowych), na
ktorym wypasano bydio w okresie od kwielnia do
pazdziernika. Pastwisko to otoczone bylo krzewami,
co stwarzato dogodne warunki dla bytowania klesz-
czy. W pierwszym okresie aktywno$ci D. pictus
(m-c¢ maj), znajdowano na bydle jedynie niewielkie
ilodci kleszczy. W dniu 31 maja 1966 r. znaleziono
na karku jednej sztuki 2 samice D. pictus, a w dniu
17 maja 1967 r. zebranc z czterech sztuk 15 samic
tych kleszczy, Znacznie wieksze iloSci kleszezy stwier-
dzono w okresie jesiennym. W dniu 7.IX.1966 r., ze-



