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Zoleżność pomi ędzy mionem Hl o odpo rnościq
u kurczqt szczepionych szczepionkg L

z zakładu Higieny weterynalyJnej w Kiel

Ocenę odporności poszczepiennej w przypad-
ku rzekomego pomoru drobiu (ND) przeprowa-
dzać można zarówno bezpośrednio - metodą
zakażenia kontrolnego zjadliwym wirusem ND
(challenge), jak i pośrednio - metodami sero-
Iogicznymi, określając poziom specyficznych
przeciwciał (odczyn seroneutralizacji - SN,
oraz odczyn hamowania hemaglutynacji - HI).

Chociaż zakażenie kontrolne najlepiej cha-
rakteryzuje stan odporności, to jednak wyniki
jego zależą w zrracznym stopniu od uzytego
szczepu zjadliwego, jego dawki i drogi wpro-
wadzenia. Ocenę wyników tego zakażenia kom-
plikuje również koniecmość wyboru najwłaś-
ciwszego kryterium odporności. Najdawniej i
najpowszechniej stosowane kryterium przeży-
walności wydaje się być niewstarczające, po-
nieważ zakażenie zjadliwym wirusem ND pta-
ków słabo uodpornionych, mimo braku upad-
ków czy nawet wyraźnych objawów chorobo-
wych, moze spowodować straty gospodarcze na
skutek gorszych przyrostów czy spadku nieś-
ności. Ważnym również problemem jest wystę-
powanie u takich ptaków okresowego nosiciel-
stwa (i najczęściej równiez siewstwa) czynnika
zakaźnego (4, 5). Inne stosowne głównie w pra-
cach badawczych kryteria takie jak brak wi-
remii, odporność nabłonka dróg oddechowych
na zakażenie, odporność poszczególnych natzą-
dów, czy wreszcie brak spadku nieśności mo-
gą nie wykazywać korelacji (2).

Z metod serologicznych, odczyn SN wydaje
się lepiej charakteryzować rzeczywistą odpor-
ność ptaków na zakażenie niż odczyn HI (1),
jest jednak pracochłonny i kosztowny i z tego
względu mało nadaje się do prób rutynowych.
Ocena stopnia odporności ptaków w oparciu o
odczyn HI, szczególnie po zastosowaniu szcze-
pionek sporządzonycŁ:' ze szczepów lentogetricz-
nych, nie zawsze jest łatwa, ponieważ w licz-
nych przypadkach ptaki, które po szczepieniu
nie wytworzyły przeciwciał typu HI, mogą być
odporne na zakażenie zjadliwym zatazkiem ND,
Crowther (3) tłumaczy to zjawisko tym, że roż-
ne szczepy wirusa ND, niezależnie od ich war-
tości immunogennych, posiadają niejednakową
zdolność stymulacji przeciwciał typu HI.

Z drugiej strony, odczyn HI jako prosty,
szybki i tani, bywa jednak najczęściej stoso-
wany do oceny stopnia odporności szczepionych
ptaków. W naszych warunkach przyjmuje się
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najczęściej miano 1:20 jako wytaz odporności
specyficznej, natomiast obowiązująca dotąd in-
trukcja przewiduje miano 1:B0 jako minimalne,
gwarantujące brak wirusa ND po uboju w tusz-
kach.

Celem niniejszej pracy była próba porówna-
nia poziomu przeciwciał typu HI wytworzo-
nych po zastosowaniu szczepionki ,,L" z odpor-
nością na zakażenie kontrolne ocenianą w opar-
ciu o różne kryteria.

Materiał i metody
Kurczęta - kurczęta krzyZóŃki Cornish X White

Rock chowane były rv fermie i żywione w ogólnie
pt,zyjęty dla brojlerów sposób. Wszystkie kurczęta,
z łvyjątkiem kontrolnych, zostały zaszczepione szcze-
pionką ,,L" w wieku 10 dni, w sposób podany rł. in-
strukcji szczepienia.

Zakażenie kontrolne - do zakażenia kontrolnego
(challenge) używano zjadliwego szczepu ,,Radom" wi-
rusa ND. Zakażenie przeprowadzano dotchawicowo, za
pomocą strzykawki z cienkim rvężykiem, w dawce
0,1 ml rozcieńczenia 1g-s (około 102,7 EID5o).

Hamowanie hemaglutynacji - odczyn HI przepro-
wadzano rvg metody ,,beta" używając 4 jednostek he-
maglutynacyj nych antygenu.

Reizolacja wirusa - krew do reizolacji wirusa po-
bierano z żyły skrzydłowej w ilości 0,5 ml, mieszano
z 3,80lo roztworem cytrynianu sodu i pozostawiano na
noc w chłodni, Po odlaniu osocza do pozostałych krwi-
nek dodar,ł,ano taką samą ilość płynu fizjologicznego.
Tak przygotowana zav,iesina krwinek stanowiła ma-
teriał do zakażenia zarodków,

Wymaz z tchawicy wykonywano przy pomocy wa-
cika, który następnie wkładano do probówki zawiera-
jącej 1,0 ml płynu fizjologicznego i wstrząsano. Tak
przygotowana zarł,iesina stanowiła materiał do zaka-
żania zarodków,

Każdym materiałem, po dodaniu antybiotyków w
ilości 1000 jedn. penicyliny i 0,5 mg streptomycyny na
1 ml zawiesiny, zakażano po 3 dziewięciodniov,,,e za-
rodki kurze w dawce po 0,2 ml. Zarodki zakażano do
worka omoczniowego wg ogólnie przyjętej metody.
Czas obserwacji zarodków wynosił 4 dni, Obecność
wirusa w płynie omoczniowym wykrywano metodą
aglutynacj i szkielkowej.

Przebieg doświadczeń i wyniki
Doświadczenie przeprowadzono w pięciu etapach,

z których każdy objął jedną grupę kurcząt,grupa I - kurczęta w 16 dni po
szczeprenlu

grupa II - kurczęta w 30 dni po
szczepIenru

grupa III - kurczęta w 44 dni po
SZcZeplenlu

grupa IV - kurczęta w 60 dni po
szczeprenlu

grupa V - kurczęta kontlolne nie
szczeplone

- 25 sztuk

- 25 sztuk

- 25 sztuk

- 25 sztts,k

8 sztuk

Dla przeprowadzenia poszczególnych etapów do-
świadczenia kurczęta byly w odpowiednim czasie
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przywożone z fetrny do laboratorium. Po przeprowa-
dzeniu odczynu HI ptaki o jednakowych mianach
umieszczano w oddzielnych klatkach, a następnie pod-
dawano zakażenilr kontrolnemu. Dla oceny wyników
zakażenia przyjęto następujące kryteria:

1. Upadki
2. Objawy kliniczne ze strony u]<ładu oddechowego
3. Obecność ,lvirusa rve krwi (lviremia)
4. Obecność wirusa w tchawicy
5. Miano HI wytworzolle po zakażenj,u tvirusem

zjadliwym.

Ptaki po zakażeniu obselwowano przez I0 dni, W
96 godzin po zakażeniu pobierano do badania wiru-
sologicznego krew i wyrflazy z tchawicy. W 10 dni po
zakażeniu przeprowadzano ponownie odczyn HI.

W I grupie ktrrcząt (16 dni po szczepieniu) 1og śred-
niej geometrycznej mian HI przed zakażeniem wyno-
sił -1,B. Po zakażeniu kontrolnym ptaki nie wykazy-
rvały żadnych klinicznych objawórv cholobowych. W
materialach (wymaz z tchawicy oraz krew) pobranych
\\, 96 godz. po zakażeniu nie udało się wykazać obec-
ności wirusa ND. W 10 dni po zakażeniu 1og średnej
geom. mian HI rvynosil -2,0.W II grupie klrcząt (30 dni po szczepieniu) 1og
średniej geom. mian HI przed zakażeniem wynosił
-1,1, Po za]<ażeniu kontl,olnym 3 kurczęta rvykazy-
wały nieznaczną duszność, która ustąpiła dość szyb-
l,.o, W materiałach pobranych rr, 96 godz. po zakaże-
niu rt 4 kulcząt strvierdzono obecność rłlirusa ND, W
10 dni po zakaźeniu log średniej geom. mian HI u,y-
nosił - 1,6.

W czasie pobierania z III grupy
(44 dni po szczepieniu) ykazywały
objawy hipowitaminozy czyn, roz-
miękczenie dziobów, wy Również

kurcząt stwierdzono obecność wirusa ND. W 10 clni

py IV (60 dni po szczepieniu) były one już w dobrej
kond5z3ji, W grupie tej log śreclniej geom. mian Hi
wynosił - 0,8. Po zakażeniu kontrolnym objawy kli-
niczne nie wystąpiły. W materiałach pobranych rv 96
godz. po zakażeniu u 10 kurcząt stwierdzono obecność
wirusa ND. W 10 dni po zakażeniu 1og średniei geom.
mian HI wynosił -3,0.

W V grupie kurcząt (kontrolne 
- nie szczepione)

przeprowadzony odczyn HI dał wynik ujemny. W
okl,esie 6 clni po zakażeniu kontrolnym padło 7 kur-
cząt. Jeden ptak przechorował. We krwi i wymazie
z tchawicy tych kurcząt w 96 godz. po zakażeniu, jak
r,órł,nież w narządach wewnętrznych kurcząt padłych,
strłrierclzono obecność wirusa ND.

Omówienie wyników

Doświadczenie przeplo,,^/adzono w taki spo-
sób, aby warLlnki były iak najbardziej zbliżo-
ne do terenowych. Szczepienie przeprowadzono
lv fermie, a kurczęta były w tejze fermie od-
chowywane do chwili przeprowadzenia prób na
odporność. Kurczęta zakaża\o zjadliwym szcze-
pem wirusa ND dotchawico,wo, poniewaz jest
to droga, jaką najczęściej dochodzi do zakaże-
nia w terenie.

Wyniki doświadczenia zebrano w tab. 1. Jak
z niei \,vynika poszczepienne rrr:iana HI były
naiwyższe w grupie I (16 dni po szczepieniu),
następnie spadały dość szybko w ciągu następ-
nych dwóch tygodni. Dalszy spadek był znacz-
nie powolniejszy i dość równomierny (ryc.
1). Jednakże miana HI pojedyńczycŁ,I ptaków w
poszczegÓlnych grupach roŻntły się znacznie i
wahały się od ilości niewykrywalnych (poniżej
1 :5) do 1 :160.

Wyniki zakażenia kontrolnego kształtowały
się rozmaicie w zalezności od przyjętego kryte-
rium. I tak zaCne z badanych kurcząt szczepio-
nych nie padło, mimo że v, B0lo nie stwierdzono
przeciwciał typu HI (miana niższe niż 1:5), a
200/o wykazywało miana jedynie 1:5. Natomiast
z 8 kurcząt kontrolnych (nie szczepionych), u
których nie stwierdzono przeciwciał typu HI
(miana nlższe od 1:5), siedem padŁo z wyraźny-
n-ri obiawami ND.

Objarvów ze strony układu oddechowego nie
obserwowano u ptaków grupy I, nieznaczne
objawy wystąpiły u ptaków grupy II, natomiast
nasilone u ptaków grupy III, u których stwier-
dzono hipowitaminozę D. U ptaków ostatniej
grupy nie stwierdzono objawów chorobowych.

Wiremii nie stwierdzono u żadnego z ptaków,
których poszczepienne miano HI wynosiło 1:20

1.Tab.

obJaśnienia: a:ilośó ptaków W grupie o danym mianieHl; b:ilość ptaków padłych
ilość ptaków od których teizolowano wirusa No z

po zakażeniu:
krwi;c: procent

d: q9!ć ptaków od któIych feizolowano wirusa ND z tchawicy;

e : różnica log śrealniej geometrycznej mian HI po i plzed 
".U.?i'ń8lł, 

*; : ptaki z objawami hypowitaminozy D.

0|ź

Dle
szczepione
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lub wyżej. Jednakże u ptaków o niższych mia-
nach wiremia nie występowała regularnie. I
tak np. wśród ptaków o mianie poszczepiennym
1:5 w grupie I nie stwierdzono wiremii, w gru- .

pie II wiremia wystąpiła u 74Vo kurcząt, w gru-
pie III - aż u 71%, natomiast w grupie IV -znów tylko u 200lo,

a,łzrł!łn lŁI fflg- 
" 

ł,*:ź*,ńl!#J.,,,,
Ryc, 1.

Obecność wirusa ND w tchawicy stwierdzono
znacznie częściej niż wiremię. Wirusa w tcha-
wicy nie stwierdzono u żadnego kurczęcia o po-
szczepiennym mianie HI wynoszącym 1:80 lub
więcej. Natomiast u ptaków o mianach niż-
szych, podobnie jak w przypadku wiremii, wi-
rus w tchawicy występował nieregularnie. I tak
np. wśród ptaków o mianie poszczepiennym
1:20 w grupie I i II nie udało się reizolowac z
tchawicy zjadliwego wirusa, w grupie III reizo-
lowano wirus u 59Vo ptaków, a w grupie IV
u 200lo.

Zwraca uwagę fakt najczęstszego występor,va-
nia wirusa we krwi i tchawicy u kurcząt gru-
py III. Być moze ma to związek z hipowitami-
nozą D, iaką stwierdzono u tych ptaków.

Miana HI w 10 dni po zakażenlu z reguły
były wyższe u tych ptaków, od których reizolo-
wano zjadliwy wirus z krwi lub tchawicy. Za-
leżność ta występowała ieszcze wyraźniej, jeśli
się weźmie pod uwagę różnicę pomiędzy mia-
nem stwierdzonym w 10 dni po zakazeniu, a
mianem poszczepiennym (przed zakazeniem).
Różnica logarytmów średnich geometrycznych
mian po i przed zakażeniem wśród podgrup
ptaków, od których nie udało się reizolować wi-
rusa w ogóle, nie przekroczyła w żadnym przy-
padku 1,0. Natomiast wśród podgrup, z których
reizolowano wirus, różnica ta wahała się z re-
guły od 1,7 do 2,7. Jedynie w 3 podgrupach
(grupa II - kurczęta o mianach 1:5 i 1:10,
oraz grupa III - kurczęta o mianach 1:40) roż-
nica ta była mnieisza niż 7,0. Jednakże we
wszystkich tych trzech przypadkach róznice te
wśród poszczególnych kurcząt, od którvch nie
reizolowano wirusa były poniżej 1,0 (0,1; 0,5
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i 0,6), natomiast wśród kurcząt - nosicieli za-
razka, powyżej 7,0 (2,7; 1,5 i 1,2).

Reasumując, przeprowadzone badania nie
wykazały wyraźnej zaIeżności pomiędzy pozio-
mem przeciwciał poszczepiennych typu HI, a
odpornością na zakażełie. Wprawdzie ptaki po-
siadające miana HI 1:B0 1ub wyższe okazały się
odporne na zakażenie kontrolne, nawet przy
przyjęciu rrajostrzejszego kryterium (nosiciel-
stwo wirusa zjadliwego w tchawicy) i w tym
zakresie potwierdził się wymóg wspomnianej
we wstępie instrukcji, jednakże wiele ptaków
o znacznie niższych mianach wykazało również
pełną odporność na zakażenie kontrolne, bez
względu na przyjęte kryterium.

Analiza uz5rskanych wyników zdaje się
wskazywać, że odporność zależy również w
zr\acznej mierze od stanu zdrowia ptaków. W
przedstawionym doświadczeniu wirus reizolo-
wano najczęściej z krwi i tchawicy (odpowied-
nio: 240lo i 6ało) od kurcząt grupy III, które
chorowały z objawami hipowitaminozy D. Na-
tomiast procent reizolacji wirusa z ptaków gru-
py IV, nie wykazujących już objawów hipowi-
taminozy był znacznie mniejszy (odpowiednio:
16Vo i 400ń), mimo że średnia geom. mian HI w
tej grupie była nawet nieznacznie niższa
(ryc. 1).

Jak wynika z przedstawionego doświadczenia
ocena stopnia odporności w oparciu o poziom
przeciwciał poszczepiennych typu HI, szczegól-
nie ,"v wypadku niskich mian (poniżej 1:80) wy-
daje się być niewystarczająca. Zakażenie kon-
trolne, przy przyjęciu za kryterium jedynie sa-
mych upadków, jest próbą zbyt maŁo czułą, Nie
lvyklucza ona możliwości przechorowań (nawet
bez wyraźnych objawów klinicznych), a co ńaj-
ważniejsze nie wyklucza okresowego nosiciel-
stwa,awięcisiewstwa.

Kryterium wiremii lub obecności wirusa w
tchawicy wydaje się znacznie dokładniej okreś-
lać stan odporności ptaków, jednakże wykona-
nie prób reizolacii wirusa jest dość kłopotliwe,
wymaga odpowiednich pracowni i zajmuje
dużo czasu.

Znacznie prostsze byłoby porównanie mian
HI przed i po zakażeniu kurcząt wirusem zjad-
liwym. Wyniki uzyskane w przedstawionym
doświadczeniu wskazują na taką możIiwość,
jednakże szersze zastosowanie tej metody wy-
maga jeszcze dalszych badań.

Wnioski

1. Poziom przeciwciał typu HI po szczepie-
niu szczepionką ,,L", szczególnie w przypadku
niskich mian (poniżej 1:B0), nie jest wystarcza-
jącym kryterium odporności kurcząt przeciwko
ND.

2. Odporność przeciwko ND kurcząt o takich
samych mianach HI zależy prawdopodobnie
równiez od ich kondycji (np. poziomu wita-
min),

r,x,Y
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3. Wydaje się, że dobrą ocenę odporności
kurcząt na zakaże,nie wirusem ND można by
uzyskać z różnicy mian HI po i przed zakaże-
niem kontrolnym.

piśmiennictwo

7. Atanas|u P,, Gareau G.: Annls Inśt. Pasteur 80, 674, 1951.
2, BankouskŁ R, A., corstuet R., Fabrżco.Irt J.: Avian Dis.

cJIe BaKIłl4HaJIbHbIe TrTpbI HI panrranrłct- 7:80 ułtu
BBIu]e He Ha6nro,qarrr KiluHlĄ'secr.ux crIMnToMoB 3a-
6o.rresaHI4g I{ He yAaJlocb ,f3oJllpoBarb Bllpyc u13 Kpo-
Br7 u vI3 Tpaxerr, Y qrrnłar c MeHL,uIr,lM TrlTpoM He
ycTaLIoBułIl7 Kope'Iffq]ĄI4 Mex(,qy ypoBHeM T],ITpa HI
a noflB;IeHr{eM KrI]4H]4qecK]4x cI,IMtIToMos 3a6o[esaHl4g
ułwl perl3oJlagweit supyca. Ycrarłonu.rrrł KopeJIaIłr,rK)
Mex<Ay pasrłrłqerł TuTpoB HI ło u nocJle l(oHTpoflr,-
HoIo 3apax<eurlfl. a pezsonaqrłeż Bl,rpyca: qeM BbIrrIe
6srna sra pa3nrrlła TeM ŁIaqe ygaBaJlocb pe]43oJl]4po-
BaTb Blpyc I43 IłbI[JIflr.

Morncil< W., Karrcze,wsl<i W. - The correlation between
the level of IIJ anjl immunity irr chiokens vacoimated
with L vaccine.

The chickens vaccinated with ,,L" vaccine at the
age of 10 days were examined after 16, 30, 44 and
60 days. The chiks after HI determination were cha-
llenged intratracheally. In the infected birds there
were nońiced dełths, clinical syrnptoms, the presence
of virus in the blood and trachea after g6 hours
since infection, and the level of antibodies after 10
days post infection. None of the chickens died fotlo-
wing the challenge. In the chickens with titer of 1 : B0
or higher there were observed neither clinical symp-
toms nor the presence of virus. But there was found
the correlation between HI titer and reisolation of
virus (the lower titer the more frequent reisolation
of vi,rus was posirtive).

MoHqlrr M,, Kapveacxr B. - B3arrMocBfl3B Mex{Ay
TllTpoM peaKrlrl!! 3aAeprKKrr feMarJII0T[HalłItrr a IrM-

MyH[TeToM y IIbInnflT IIpIlBI{TbIx rarqurroft L.
I|rInnnta npr{BrlTble naxqrłHoż L a nospocre 10 4rłeż

,{ccJIeAoBaJII4 rła 16, 30, 44 u 60 4errr nocJle BaKIIr4-
Hal{illł onpeAe;Iffa ypoBeHb Tr{rpa HI r sapaxrafi I4x
J{HTpaTpaxeaJIbHo Br{pyJIeHTHr,IM IIITaMMoM Br,Ipyca
ND. Y 3apa>ł<eHHF,Ix nTlIł oTMeI{aJIr{ naAex<, KJlw:c.vI-
riecKr{e cr{MnToMbI, npr{cyTcTBile Bfipyca B l(poBrl I,{ B
Tpaxer{ s 96 .{acos [ocJle 3apar(euvĄ§l, a TaKrKe ypo-
BeHr, TrTpa HI e 10 gueń nocne sapax<eulra. Hrł
oAHo u3 ,{ccJIeAoBaHHbIx IIbInnfiT He naJIo nocJle
KoHTpoJIbHoIo 3apax<eHfirł. Y qrrnnar y KoTopblx no-

BOLESŁAW PAWLIK

Występowonie przeciwcioł onty-Aspergillus fumigoius

w surowicoch zwierzęcych
z zakładlJ Mykologii Instytutu Mikrobiologii AM w Krakowie

Poznanie zjawisk immunologicznych towarzy-
szących zakażeniu grzybami z rodzaju Aspergżl-
lus, szczególnie wykrywanie obecności swoi-
stych przeciwciał odczynami serologicznymi zy-
skuie ostatnio coraz większe zr.aczenie w roz-
poznawaniu r ożny ch postaci grzybicy kropidla-
kowej.

W zakresie badań serologicznych podejmowa-
ne były próby przystosowania różnych odczy-
nów do wykrywania przeciwciał anty-Aspergżl-
lus (7, 2,5,7, B, 11, 13, 14, 16). Z ważniejszych,
które znalazły zastosowanie praktyczne w diag-
nostyce wymienić należy; odczyn precypitacji
w żelu (4, 11) otaz odczyn flokulacji (5, 6),

Odczyny serologiczne jak do tej pory nie
znalazły zbyt szerokiego zastosowania ,w wete-
rynarii, Niemniej jednak badania Thurstona i
wsp. (15) wskazują na pewną przydatność wy-
krywania precypityn anty-Aspergżllus w roz-
poznawaniu przyczy\ ronienia u owiec.

W pracy postanowiono przy zastosowaniu od-
czynu flokulacyjnego okreśIić częstość występo-
wania or az poziom przeciwciał anty - Asp er gi.llus
w surowicach niektórych gatunków zwierząt.

Badania te miały na celu wyjaśnienie zagadnień
dotyczących odpowiedzi immunologicznej orga-
nizmu zdrowych zwierząt na działanie grzybów
z rodzaju Aspergżllus szeroko rozpowszechnio-
nych w ptzyrodzie,

Materiał i metody

Badania przeprowadzono na materia]e obejmującym
Surowlce zw\erzęce:

I grupa - 166 surowic od bydła,
II grupa - 62 surowice od koni,

III grupa - 100 surowic od ptaków - kury.

Wszystkie zwterzęta objęte badaniami były zdrowe
i pochodziły z terenu województwa krakowskiego. Su-
rowice bydlęce i końskie zostały udostępnione do ba-
dań przez Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Krako-
wie *), natomiast surowice ptaków przez Zakl,ad Dro-
biarski w N.

Częstość występowania oraz poziom przeciwciał
anty-Aspergillus wykrywano przy pomocy dwóch od-
czynów serologicznych: odczynu flokulacyjnego z an-
tygenem A. Jumigatus (OF-A. fumigatus) otaz odczy-
nu precypitacji w żelu agarowym z antygenem A.fu-
mi,gatus (OPŻ-A. fumigatus).

t) za udostępnienie materiału
sowizzllwwKlakowie.

dziękuję dr N. Notopulo-
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