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Zo6rawski C., Karpinski T., Nikiel J. — Investigations
on the diagnosis of sheep tuberculosis.

One thousand sheep were tested by the intradermal
tuberculin comparative test carried out both on the
ear and on the internal side of the thigh. All the
animals orginated from areas free from tuberculosis
of cattle. The results of the tuberculin test obtained
on the internal side of the thigh were more
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marked and easier for interpretation than those on the
ear. Out of 1922 reacting sheep, 8 animals showed a
specific reaction to mammalian fuberculin and re-
maining ones were recoghied as infecied by awvian
type of tubercle bacilli. Totaly, 28 strains of acid
fast bacilli were isolated f{rom slaughtered sheep.
Three of them were classified as M. bovis and 24 as
M. avium. One strain virulent for the guinea pig,
rabbit and hen was defined as the mixed strain.
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Okreélenie stopnia odpornosci u bydta na podstawie przeciwciat
neutralizujgeych po zastosowaniu szczepionki przeciwpryszczycowej
typu C wg Frenkla

Zaklad Badania Pryszezycy Instytutu Weterynarii w Zdunskiej Woli
Kierownik: prof. dr T. KOBUSIEWICZ

Ocena wlasciwosci uodparniajgcych szcze-
pionek pryszczycowych produkowanych przez
Zaklad Badania Pryszezycy w Zdunskiej Woli
przeprowadzana jest na podstawie proby do-
$wiadczalnego zakazenia bydia oraz wynikow
odczynu seroneutralizacji.

O przydatnoséci odczynu zobojetniajgcego w
kontroli szczepionek przeciwpryszezycowych
donosilo wielu autoréw (1, 2, 3, 4, 5, 7, 9, 13,
15, 18, 19, 20, 21). Ostatnio Ruting i wsp.
(17) wprowadzili ten odczyn do panstwowe]
kontroli aktywno$ci szczepionki dla bydla w
NRD.

W przedstawionej pracy podajemy wyniki
badania trwalo$ci odpornosci dla wirusa typu
C po zastosowaniu u bydla trojwalentnej
szczepionki przeciwpryszezycowej przygotowa-
nej z wirusa namnozonego w hodowli Frenk-
la

Materialt i metody

Zwierzeta. Ucdpornienie bydla przeprowadzono w
terenie. Grupa szczepionych zwierzat rasy ncb obej-
mowala 24 krowy, 20 jaléwek 1—2-letnich oraz 8
cielat w wieku 9—110 dni.

Szczepionka. Ze wzgledu na kontakt z Zakladem
zwierzeta uodporniono szczepionks trojwalentna ACO.
Odporno$é kontrolowano tylko dla wirusa typu C.
Szczepionka zawierala 6% ekstraktu wirusa z na-
blonka jezyk6w z hodowli Frenkla o mianie 10715/ml,
adsorbowanego na wodorotlenku glinu, z dodatkiem
saponiny i formolu. Dawka monowalentna szczepion-
ki wynosita 5 ml.

Surowice. Probki krwi pobrano przed szczepieniem
bydla oraz w 1, 2, 3, 4, i 5 miesiecy po uodpornie-
niu. Surowice po odwirowaniu przechowywano w
stanie zamrozonym i inaktywowano przed odczynem
w temperaturze 56°C przez 1/2 godziny. Rozcieficze-
nia wykonywano w plynie odzywczym Earla przy
wsp6élezynniku 2.

Kontrola odporno$ci. Odczyn zcbojetniajacy wy-
konywano wg metody stosowanej przez Lucama i
wsp. ze stals dawka wirusa (500 HKIDg/ml) i
zmienng ilo$cia surowicy. Z indywidualnych war-
toSci mian obliczono §rednig dla kréw, jalowizny
i cielat przedstawiajac je graficznie w postaci
krzywej (ryc. 1). Kontrole trwatosci odpornosci prze-
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Ryc.7, Kreywa miana SN u szczepionego byata
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prowadzono po 4 i 5 miesigcach od uodpernienia,
zakazajac po b zwierzat uodpornionych i 2 kontrolne
dawka 10000 IDB; hemologicznego wirusa, Po 7-
dniowej obserwacji przeprowadzono uboj zwierzat,
poréwnujac stopien odpornosci na doswiadezalne za-
kazenie z poziomem przeciweial zobojgtniajgeych.
Szezegbéltowe wyniki zmian chorobowych podano w
tab. 2.

Wyniki

Odczyn seroneutralizacji wykonany z suro-
wicami pobranymi przed szczepieniem wy-
kazatl catkowity brak przeciwcial zobojetnia-
jacych u 49 zwierzat, co $wiadczy o ich pelnej
wrazliwosci na zakazenie wirusem pryszczycy.
W przeciwienstwie do tych wynikéw u krow
nr 9 i 14 stwierdzono wysoki poziom przeciw-
cial zobojetniajacych wynoszacy == 1,51 1,4 log.
W wywiadzie ustalono, ze krowy te zostaly
kupione przed 43 miesigcami w innym gospo-
darstwie, w ktorym byly poddane kilkakrot-
nemu szczepieniu. Ponadto u cielecia nr 9, po-
chodzacego od uodpornionej matki, miano SN
wynosito 0,37 log.

W prébkach krwi badanych w 1, 2, 3, 4

i 5 miesiecy po szczepieniu najwyzszg zawar-
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tosé przeciwcial stwierdzono po uplywie 1
miesigca, 'w. nastepnych stopniowy spadek
mian. Srednia mian surowicy kréow w po-
szezegblnych miesigcach  wynosita  kolejno:
1,55; 1,35; 1,06; 0,94; 0,84 log., jalowek 1,45,
1,36; 1,0; 0,93; 0,81 log. Szczegdtowe wyniki
badania odpornosci cielgt z uwzglednieniem
wieku przedstawia tab. 1. 1los¢ przeciwcial
w surowicy cielat byla mniejsza jak u bydia
dorostego. Obecno$¢ ich stwierdzono jeszcze
po uplywie 5 miesiecy. Jedynie u cielecia nr
9 szczepionego w wieku 88 dni przeciwciala
bardzo szybko zanikaly i po raz ostatni stwier-
dzone byly po 2 miesigcach.
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przeciwciatl zobcjetniajgcych wynoszgce 0,65
i 0,80 log. Szczegdlowe wyniki doswiadczalne-
go zakazenia przedstawia tab. 2.

Omoéwienie

Na podstawie ilosci przeciwcial stwierdzo-
nych w odczynie seroneutralizacji mozna
wnioskowaé, ze odporno$¢ u dorostego bydia
wynosita okoto 3 miesiecy. Lucam i wsp. (8)
ustalili na podstawie piSmiennictwa, ze odpor-
no$¢ u bydla szczepionego pierwszy raz trwa
najczesciej 3, 4 lub 6 miesiecy, rzadko 5, 8,
9 lub 12 miesiecy, wyjatkowo dluzej. Badana

Miana przeciweciat zobojetniajacych w surowicy szezepionych cielat

Tab. 1.
Nr Wiek cielgt Przed
'kO\l'CZyka (dnl) Szczep_ie_ '#
| niem L

16 ‘ 110 0 1,24
14 | 101 0 2,10

9 88 0,37 1,02

6 52 0 1,25
13 49 | 0 1,01
18 29 0 1,09
12 28 | 0 1,20

4 9 0 1,31

< _LOg_sto — ——
Tlo$¢ miesiecy po uodpornieniu
2. 3. | 4. | 5.
0,99 1,09 ‘ 1,01 1,01
1.65 1.25 1,05 1,01
0,23 0 0 0
1,10 0,90 ‘ 0,71 0,71
0,75 0.55 0,75 0,71
1,10 0,66 0,80 | 0,75
0,82 0,68 ‘ 0,75 0,75
0,90 0,69 0,50 075

1

U krow szczepionych przed 43 miesigcami
i ponownie rewakcynowanych miana wzrosty
do wartosci 2,29 i 2,05 log i utrzymywatly sie
przez 5 miesiecy na wysokim poziomie. Na
podstawie $rednich warto$ci SN obliczonych
dla krow, jalowek i cielagt w poszezegdlnych
miesigcach, wykreslono krzywsg poziomu prze-
ciwcial zobojetniajacych, =z zaznaczeniem 3
stref: dobrej ochrony, niepewnosci i ztej ochro-
ny.

Badanie dlugosci odpornosei wytworzonej
przez szczepionke przeprowadzone przy uzyciu
do$wiadczalnego zakazenia, po 4 i 5 mie-
sigcach po uodpornieniu wykazalo przelama-
nie odpornosci u 20% badanych jatéwek. Zwie-
rzeta te u ktéorych stwierdzono uogoélniony
proces chorobowy wykazaly najnizsze miano

przez nas szczepionka Frenkla ochronita 80%
zwierzgt przed uogbélnionym procesem choro-
bowym 4 i 5 miesiecy po szczepieniu.

Na uwage zasluguje reakcja immunologicz-
na u szczepionych cielgt. Wszystkie cieleta od-
powiedzialy wytworzeniem swoistych przeciw-
cial zobojetniajacych, stwierdzonych jeszcze po
5 miesigcach. Wyjatek stanowilo ciele nr 9
zaszczepione w stanie odpornosci biernej po-
chodzenia matczynego, ktore zareagowalo na
szczepionke znacznie stabiej w porownaniu do
cielat wrazliwych. Van Bekkum stwierdzil, ze
nawet przy niskim poziomie odpornosci bier-
nej cielat nabytej z siarg, moze dojs¢ do za-
hamowania reakcji serologicznej w nastep-
stwie zneutralizowania wstrzyknietej szcze-
pionki (1). Reakcja 9-dniowego cielecia na

Tab, 2. Poréwnanie wynikéw doswiadczalnego zakazenia z mianem przeciweial zobojetniajgcych
Log SNs,
Nr = o = Wyniki dodw.
ZWIETE., PI"ZG{dI —_— e - 41,1075(:,@&51& 00; ppndi‘p!cx#r‘_memqkﬁ e zakazenia
szezepieniem 1. 9. 3. 4. 5.
1 0 1,54 0,90 0,83 0,85 -+0000
2 0 1.0 1,43 0,90 0,70 + 0000
3 ¢ 1,54 1,43 1,43 1,20 00000
4 0 1,72 = 0,98 0,75 +0000
5 0 1,39 0,98 0,98 0,65 +4++++
6 0 — — — — 0,85 +0080
7 0 1,388 1,80 1,01 1,10 1,01 +0000
8 0 1,27 — 1,02 1,05 1,00 +0000
9 0 1,12 —_ 1,09 0,97 0,80 PR PR
10 0 1,59 — 1,01 | 0,80 0,35 0200
| | |
Objasnienie: 0 — brak zmian chorobowych, + — obecnosé zmian; pierwszy znak -+ przedstawia zmiany chorobowe na

blonie §luzowej jezyka, nastepne objawy chorobowe na poszczegdlnych konczynach,
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szczepionke byla tak silna jak cielgt 1—2 mie-
siecznych, co wyrazalo sie zaréwno wysokoscig
stwierdzonego miana jak i jego trwaloscia.
Z wartosci mian mozna sgdzi¢, ze cieleta bytly
odporne okolo 1—2 misiecy. Spostrzezenie to
jest zbiezne z obserwacjami wielu autordéw,
ktérzy stwierdzili slabszg zdolno$¢ uodparnia-
nia cielagt w pordéwnaniu ze zwierzetami do-
rostymi (1, 10, 16, 22). Muntiu (14) wykazat, ze
u cielat 3—6 miesiecznych szczepionka prze-
ciwpryszczycowa dziala 10 razy slabiej jak u
bydta dorostego.

Stwierdzenie wysckiego miana serologiczne-
go u 2 krow zakupionych przed 43 miesiaca-
mi w gospodarstwie w ktérym przeprowadza-
no corocznie szczepienie bydla przeciw prysz-
czycy potwierdza nasze przypuszczenie (24), ze
odporno$¢ u krow rewakcynowanych utrzy-
muj sie znacznie dluzej niz 1 rok.

Porownujagc wlasciwosci uodparniajgce ba-
danej szczepionki ze szczepionkg monowalent-
na Frenkla typu C kontrolowang przed dwo-
ma latami (23), ktoéra po 3,5 miesigcach ochro-
nita 100% uodpornionych zwierzat przed do-
$Swiadczalnym zakazeniem przy wysokim mia-
nie SN > 151 log, stwierdza sie, Ze obecnie
badana szczepionka wykazala stabsze wlasci-
woéci uodparniajace. Mozna przypuszczaé, ze
przyczyng kroétszego okresu uodpornienia bylo
poliwalentne szczepienie. Willems i Leunen
(22), Geiger; Willems; Geiger i Beck (cy:i. wg
16) oraz Rohrer (16) podaja, Ze czas trwania
odpornosci po szczepieniu bi- i trojwalentnym
jest krotszy jak po szczepieniu monowalent-
nym. Stellman i wsp. (19) stwierdzili réwniez
nizsze miana przeciwcial zobojetniajgcych w
surowicach bydla uodpornionego szczepionka-
mi tréjwalentnymi w poréwnaniu z mianem
surowic zwierzat szczepionych monowalentnie.
Nie jest tez wykluczone, ze slabsze wlasciwo-
$ci uodparaniajgce wynikaly z réznic immuno-
gennych badanej szczepionki.

Wnioski

1. Tréjwalentna szczepionka przeciwprysz-
czycowa ACO przygotowana z wirusa namno-
zonego w hodowli Frenkla, zastosowana w
dawce po 5 ml na wartosciowos¢, uodparniata
doroste bydlo przeciw wirusowi typu C na
okres okolo 3 miesiecy.

2. W probie doswiadczalnego zakaZenia wy-
konanej po 4 i 5 miesigcach po uodpornieniu,
uogdlniony proces chorobowy stwierdzono u
20% jatowek, ktére wykazaly najnizsze miano
przeciwcial zobojetniajgcych.

3. Niskie miano serologiczne stwierdzone w
surowicy cielat $wiadczy o stabszej reakcji
immunologicznej mlodego bydia na podana
szczepionke.

4, Nawet w bardzo wczesnym okresie Zy-
cia (9 dni) cieleta reaguja na szczepionke wy-
tworzeniem przeciwcial odpornosciowych.
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5. Wysokie miano przeciwciat zobojetniajg-
cych stwierdzone u krow szczepionych kilka-
krotnie przed 43 miesigcami éwiadczy o trwa-
lej, kilkuletniej odpornosci zwierzat.
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dr Jerzy Wisniewski,

Bucwuescku E., Ankoecka 1., Kobycesnuu E., HIKniab-
muk C., Bapamoscku Y. — Omnpejenenue Ha OCHO-
BaHNM YPOBHSI HEHTPAJIUINPYICIIUX NPOTUBOTET B ChI-
BOPOTKE HANPAMKEHHOCTH MMMYHHTETA Y KPYIHOIO po-
raToro CKOTa II0CJIE BAaKUHHADMM NpPOTHBadTO3HOI
BaKIMHOIL,

VlccaenoBajiy MMMYHOTI'€HHBIE CBOVICTBA BaKIMHLI Ce-
potuma C nmo <PpPaHKIO OPMMEHAEMON Yy KPYIIHOTO
poraToro CKOTa B KaudecTBe KOMIIOHEHTA TPEXBAJEH-
THOI TIPOTHBAMTO3HO! BaKUMHBL JJIMTEIBHOCTL WUM-
MYHMTETA ONpeAeNsny Ha OCHOBAHMM Pe3yJbTaToB
SKCHEPUMEHTANBHOr0 3apazkKeHMsa ZKMBOTHBIX ¥ CE€POo-
meirrpanun3auuonnoro turpa (C.H.) Ha KyJawType Kie-
ToK T1ouer. Cpemuuit turp CH. B 1 Mecdal mocne
BaKIMHAUMM paBHAJcAd y KopoB 1,65, y Temorx 1,453
n y meaar 1,27 mor.; B 3 mecana: 1,06, 1,01, u 0,72,
a B 5 mecanes coorsercreenHo: 0,84, 0,81 m 0,71 jor.
Ha OCHOBaHMM YPOBHMA MOPOTMBOTEJ aBTOPBLI CYMTAIOT
YTO B3POCHLI CKOT COXpaHdeT MMMYHUTET OK. 3 Me-
cales a rtenara — 1—2 wmecdana, ITocne SKCIEPUMEH-
TAJBLHOTO 3apaskeHmusa OCYILIecTBJIEHHOTO B 4 m 5 Me-
cALEB TOcCNe BaKUMHAIMM YTPaTy MMMYHMUTETa ycTa-
goua y 20% mcciaenoBaHBIX KMBOTHBIX (C THUTPOM
C.H. cemsoporku — 0,65 u 0,80 jor.). ¥V TeaAT BaxUuHAa
BLI3BAJIA I[IOABJEHME [IPOTMBOTE] B OYEeHb PAaHHMUIL
mepuoy XKMU3HM T.€, y¥Ke IPU NPMBMBKE Ha 9 JeHb
mocJie POXKACHUS.
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Wisniewski J., Jankowska J., Kobusiewicz T., Szkilnik
S., Baranowski Cz. — Determination of immunity in
cattle after application of FMD vaccine type C acc.
to Frenkl on the strenght of neutralization antibo-
dies.

There were examined immunogenic properties of
FMD vaccine type C prepared acc. to Frenkl applied in
cattle during trivalent vaccination. The duration of
immunity was assayed on the basis of challenge and
on the results of seroneutralization test in vitro. Me-
an values of SN after 1 month since vaccination we-

ANDRZEJ SKOCZEK, JERZY MIERZEJEWSKI
Putawy
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re in cattle, heifers and calves 1.55; 1.45 and 1.27 log;
after 3 months 1.06; 1.01; 0.721log: after 5 monthe 0.84
0.81 and 0.71 log, respectively. Taking into account the
titres of antibodies one can think that adult cattle was
immune about 3 months and calves from 1—2 months.
After the challenge carried out after 4—5 months sin-
ce vaccination there was found the breakdown of
immunity in 20.0% of animals under study, whose se-
rological titres were 0.65 and 0.80 log. In calves, even
at the age of 9 days antibodies were formed after the
application of the vaccine.

Zastosowanie w diagnostyce mikrobiologicznej, sprzezonej
z fluoresceing, koziej immunosurowicy przeciw kréliczym IgG
do posredniego odczynu immunofluorescencji (IF)

W dotychczasowej praktyce laboratoryjnej
nie opracowano jednolitej metodyki nastawia-
nia odczynu if. W tym celu, do wykrywania
drobnoustrojow chorobotwoérczych w miesie
i produktach spozywczych stosowano zaréwno
odczyn if posredni (1, 2, 6), jak i bezposredni
B, 7).

Bezposredni odczyn if jest latwiejszy w
wykonaniu, a technika barwienia w porowna-
niu z posrednim odczynem, krotsza. Jego u-
jemng cechg jest konieczno$¢ posiadania dla
kazdej grupy bakterii poliwalentenej lub mo-
nowalentnej surowicy do produkcji konju-
gat. Stanowi to podstawowg frudno$¢ na dro-
dze do wprowadzenia w praktyce laborato-
ryjnej bezposredniego odczynu if.

Posredni odezyn if jest trudniejszy w wy-
konaniu. Sklada si¢ on z dwodch etapow.
Pierwszy etap polega na wigzaniu homolo-
gicznego, nieznakowanego przeciwciata z an-
tygenem. Aby uzyskany kompleks antygen-
przeciwcialo mozna bylo wykaza¢, preparat
poddaje sie barwieniu czynnikiem gatunkowo
swoistym dla przeciwciala zwigzanego w kom-
pleksie. W pos$rednim odczynie if nieznakowa-
ne przeciwciala odgrywaja wiec podwojng ro-
le, wystepujagc w pierwszym etapie jako prze-
ciwciata, w drugim jako antygen.

Wychodzge naprzeciw potrzebom laboratg-
TiOw rozpoznawczych Warszawska Wytwornia
Surowic i Szczepionek (WWSS) wyprodukowa-
la preparat pod nazwg handlows: ,,Sprzezo-
na z fluoresceing kozia immunosurowica prze-
ciw kroliczym IgG”.

Wedtug informacji WWSS sprzezona z fluoresce-
ing kozia immunosurowica przeciw kréliczym IgG
jest przydatna w pracach laboratoryjnych do wy-
krywania i identyfikacji antygenowej komponenty
kréliczych IgG przy pomocy posredniego odezynu
if. WWSS przewiduje mozliwoéé¢ stosowania prepara-
tu do wykrywania w ogdle dowolnego antygenu reagu-

jacego z kroélicza immunosurowica przy pomocy pos-
redniego odczynu if.

Znajdujgcy sie w handlu preparat zawiera po
1 ml sprzezonej z fluoresceing zliofilizowanej immu-

nosurowicy. 1 mg biatka zwigzany jest z 5 X103
mg fluoresciny, 1 mg immunosurowicy reaguje z
0,5 mg antygenu (krélicze I1gG).

Okres wazno$ci preparatu przy przechowywaniu
w temp. 4°C wynosi 3 lata.

Celem sprawdzenia przydatnosci tego prepa-
ratu do diagnostyki mikrobiologicznej, nasta-
wiono z jego uzyciem posredni odczyn if przy
wykrywaniu nastepujacych bakterii:

Salmonella typhimurium nr szczepu 675 (1.
Wet. — Pulawy)

Escherichia coli O111 nr szczepu 663 (1.
Wet. — Putawy)

Proteus wulgaris OXyy nr szczepu 281 (L
Wet. — Pulawy)

Clostridium botulinum B nr szczepu 1162
(PZH — Warszawa). :

Dobér antygenéw bakteryjnych do badania
oparto na tym, ze z jednej strony majg one
duze znaczenie w higienie produktéow spozyw-
czych, a z drugiej istnieja dla nich surowice
diagnostyczne produkowane na Kkrolikach, o-
gbélnie dostepne w handlu.

Jako materialu wyjsciowego do badan uzy-
to 24 godz. hodowli bulionowej tych bakterii.

Odczyn if nastawiono wedlug ogolnie przyjetej
metodyki (3, 5, 7). W pierwszym etapie odeczynu
preparaty traktowano swoistymi surowicami diag-
nostycznymi w mianie 1:10, produkcji Krakowskiej
Wytwérni Surowic i Szczepionek:

surowicg aglutynujaca dla antygenu Salmonella
HM,

surowicg aglutynujacg dla antygenu E.
wielowazng, O111, 055, 026,

surowicg aglutynujacag dla antygenu Proteus vulga-
ris OXlg,

surowicg aglutynujgcg dla antygenu Clostridium
botulinum BO.

W drugim etapie nastawiania odczynu preparat
traktowano sprzezong z fluoresceing, znakowang ko-
zig immunosurowicg przeciw kréliczym IgG w mia-
nie 1:4.

Jednocze$nie wykonano preparat kontrolny, nakla-
dajgc bezpofrednio na rozmaz znakowang immuno-
surowice z pominieciern pierwszego etapu odczynu.

7 przygotowanych w ten sposdéb preparatéw wy-
konano zdjecia mikroskopowe, wykorzystujagc w tym

coli OK
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