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Poziom ogIutynin i przeciwciot ochronnych u świń

szczepionych monowolentnymi i poliwolenlnymi

szczepionkomi leptospir owymi
z zakładu Technologiczno-Badawcze8o Puławskich zakładóW Plzemysłu Bioweterynaryjnego w Puławach

Szlcze,pienia prońitrail<tyczne są jedrrą z naj-
skuteczni e j szy ch rnet ord zw.alczania lept oispiir o zy
świń. Stosowane do tego celu szczepionki są
najczęściej bulionowymi ho,dowlami leptospir,
inaktywowany,mi formal,iną luJo ferrołem, z do-
datkiem adjuwantów. Zawie,rlają jeldeł,r (1B), Iub
częśoiej kilka ser,otypów zarażka (3, 4, 15), Mi-
mo zalet szrczepi,onek połiwalentnych, m.ilr.
mozliwości stosowania jedrrego lo]dzaju prepa-
ratu na obiszarze całego kraju, trudności spra-
wia p,rzygoLtowanie szczepio,nki o doibrych właś-
ciwościach immunogennych wszystkich kom-
ponentów, a także sposób jej oceny. O wartości
szczepionek leptospirowych mozna wnioskować
na podstawie poziornru aglutynin u szczepio-
nych zwierząt w 2-4 tygodnie po szczepieniu
(2, 4, 5, 11, 17, 19, 20). Do pełniejszej oceny
konie,czne jest jednak określe,nie ilośoi i czasu
utrzymywania się w organizmie przeciwciał
ochronych (7, 10, 14, 15, 16)

Celem niniejszej pracy było:
1. przygotowanie mono- i poliwalentnych

szczepionek 1epto,spirowych,
2. określenie poziomu aglutynirr we krwi

świń szczepionych ww. szczepionkami,
3. stwiendzerrie obeicności przeciw,ciał o,chroin-

nych anty-L. icterohaemorrhagżae u szczepio-
nych świń za porrnocą bierrrego testu ochrlołrne-
go na chom,ikach.

Materiał i metody
Zwierzęta. Do badań użyto 33 świ,nie rasy wbp

o wadze 50-60 kg. Plrzed szczep,ieniem, badarliem se-
rologiczinym nie stwierdzono u nich (w rozcieńczeniu
surowicy 1:10) aglutynin p-ko L. i,cterohaemorrhagźae,
L. pomona, L, grźppotaphosa, L. tarassouż, L. sejroe,
t L. canżcola. Bierny test oclrronny ,"vy}<onano na cho-
mi}<ach syryjskich, sał:ncach, w wieku 4 tygodni. Po-
chodziły one z hodowli, w której n,ie notowana przy-
padków leptospi,ro,zy.

Szczepi o nki. Do przygotowania szczepionek uży-
to 2-tygodniowych hodowli leptospir na podłożu Koł:t-
hofa, o mianie 1,0X108 określonym metodą hodowia-
ną. Kultury inaktywowano fenolem w końcowyrn stę-
żerli.u 0,5%, w temp. 30oC,:pt:zez oknes 24 godzin. Sku-
teczność inaktywacji spraŃdzano mikroskopowo w
ciemnym polu oraz przy pomocy posiewów rra podłoże
Korthofa, Szczepionki poliwalentne uzyskano ptzez
połączenie równych objętości odpowiednich szczepio-
nek morr,owalelntnych. Jako adjuwant do wszystkich
szczepionek zastos,owano dodatek 100/o żelu wo,doro-
tlenku glinu. P,rzyg,o,to,wano następujące lvarianty
szczepionek: A. jednoważna - L. icterohaemorhagtae
(M20, szczep niezjadliwy), B. jednoważna - L. żctero-

haemorrhagiae (W, szczep zjadliwy), C. trójważna -L. i,cterohaemorrhagżae (M20), L, pomona, (Porno,na),
L. grźppotllphosa (Moskwa V), D. pięciotvażna
L. icterohaemorrhagźae (M20), L. pomona (Pomona),
L. grźppotgphoso (Moskwa V), L. tarasoui (Mitis
Jchnson), L, sejroe (M81).

Do badań włączono importowaną szczepionkę pięcio-
ważną (Witebskaja biofabrika, serta 274), zawierającą
wg etykiety L, icterohąemorrhagiae, L. pomona, L.
grippotEphosa, L, tarassoDi i L, canicola.

Nieszkodliwość szczepionek określano wstępnie na
śr,r.inkach morskich podając im 2 ml szczepionki do-
otrzewnowo,

Każdą szczepionkę w bjętości 5 ml podawano_ świ-
nioLm i.m., dwukrotnie ódstępie Z tygbdni. Xre'w do
badań serologicznych pobierano z ży\y jarzimowej w
dwa tygodnie po pierwszym szczepieniu, oraz 2-go i 4-go
tygodnia po drugim szczepieniu.

odczy n aglutyna c ji. Trzy pornocy płynu fi-
zjologicznego wykonywano 2X rozcień,czenia surowicy
od 1:10 do 1:640. Do każdego rozcieńczenia dodawano
równą objętość (0,2 ml) 7-10 dniowej hodowli lepto-
spir odpowiedniego serotypu, na podłożu Korthofa.
Po dwu godzinach inkubacji w temperaturze 30oC
wynik odczytywano pod mikroskopem, używając kon-
densora ciemnego pola (pow. X 140). Za miano suro-
wicy ptzyjmowano najwyższe rozcieńczenie aglutynu-
jące 50% leptospir.

Bierny test och]]onny na chomikach.
Z surowic pobranych od świń dwa tygodnie po dru-

gim szczepieniu, przygotoxvano mieszanki grupowe wg
stosor.vanych szczepionek i przebadano na obecność
przeciwciał ochron,nych anty-L. icterohaemorrhagiae.
Każdą mieszankę podano s.c. 6 chomikom, w ilości
0,5 mI surowicy na chomika. Kontrolę stanowiły su-
rowice tych samych świń pobrane przed szczepieniem.
Sześć chomików otrzymało zamiast surowicy po 0,5
mI płynu fizjologicznego, Po 24 godzinach wszystkie
chomiki zakażono i.p. 0,5 ml 10-dniowej hodowli bu-
lionOWej szczep;tl zjadliwego (W) L. icterohaemorrha-
gżae. IIość drobnorrstrojów oznaczona metodą bezpoś-
redniego liczenia w komorze Thoma, wynosiła 1,6 X
107 lept./ml. W ciągu 14 dnl po zakażeniu prowadzono
obserwację chomików uodpornianych i kontrolnych.

Wyniki

Wstępne badania nieszko dliw,ości szczepionek
na śwink,ach morsk,ich dało wynil<i p,ozytywne

- zw,ie,r:zęta pozos,t,ały zrdrowe w ciągu 2-ty-
godniowego,okresu obserwacyjnego. Obserwa-
cja szczepionych świń równiez nie ujawniła
ujemnego wpływu wakc;,n,acji na ich stan zdro-
wotny. Te,mperatura, ape,tyt oraz stan ogólny
pozostały bez zmian.

Odczyn aglutynac ji. Wyniki badania poziomu
aglutynin w surowicach szczepionych świń przedsta-
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wiono w tab. 1. U wszystkich świń, które otrzymały
pierwszą dawkę szczepio,nek monowalentnych ,,A" i
,,B", zawierających tylko L. icterohaemorrhagźae,
stwierdzono przecirvciała dla tego serotypu. Po pierw-
szej dawce szczepionki trójważnej ,,C", na komponent
L. i,cterohaemorrhagżae również zareagowały rvszystkie
świnie; na pozostałe dw-a serotypy - tylko część zw),e-
rząt. Po drugiej dawce szczepionki ,,C" przeciwciała
p-ko L. ponlona i L, grippotgphosa stwierdzono u
wszystkich zwietząt.

Po pierwszym szczepieniu szczepionką pięciorvażną
,,D" u żadnego ze zwierząt nie wystąpiły przeciwciała
p-ko wszystki,rn użytym komponentom. Po drugiei
dawce u wszystkich świń tej grupy sŁrvierdzono aglu-
tyniny anty-L, icterohaemorrhagżae ż L. pomona; wię,
kszość zareagowała także na antygen L. grippotEphosa.
Nie strvierdzono natomiast przeciwciał p-ko L. taras-
sot,i i L, sejroe. Podobne wyniki uzvskano po szcze-
pieniu pięcioważną szczepionką importowaną, lżytą
jako preparat odniesienia - odpowiedź serologiczna
lrlystąpiła tylko u części zwierząt.

Niezależnie od rodzaju stosowanej szczepionki naj-
wyższe miana aglutynin stwierdzano w 2 tygodnie po
drugim szczepieniu. Fo 4 tygodniach od tego szczepie-
nia obserwowano już spadek ilości przeciwciał. Orien-
tacyjne badanie czasu uttzymyrł,ania się aglutynin,
przeprowadzone na dwu świniach szczepionych prepa-
ratem jednoważnym ,,A", nie wykazało ich obecności
po 2 miesiącach od drugiego szczepienia.

Bierny test ochronny. Wyniki biernego testu
ochronnego na chomikach, r.v stosunku do szczepu W
L, icterohaemorrhagLcLe przedstawiono w tab. 2. W dwa
tygodnie po drugim szczepieniu stwierdzono obecność
przecirł.ciał ochronnych w mieszankach surowic świń,
szczepionych obiema szczepionkarni monowalentnymi

- wszystkie chomiki przeżyły, Nieco niższy prnziom
tych plzeciłr,ciał strł,ierdzono po szczepionce trójlvażnej
i inportou,anej pięcioważnej - przeżyło po 4 na 6

szczepionych chomików. W mieszance surowic pobra-
nych od świń szczepionych pięcio-łażną szczepionką
doświadczalną, przecirł,ciał ochronnych nie wykry-
to.

Tab. 1. Poziom aglutynin u świń szczepionyclr monowalentnymi i połiwalentnymi szczepionkami leptospi-
roulym1
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Omórvienie wyników

Wg danych piśmierrnictwa, w wyniku natu-
ralnego zakażenia leptospirami 1ub szczepień
profilaktycznycŁt, w organizmie zwierząt pow-
stają co najmniej dwa rodzaje przeciwciał. A-
glutyniny, których p,oziom mozna okreśIić za
pomocą odczynu agłutynacji mikroskopowei,
są zlokalizowane głównie w klasie IgM (16),

powstają wcześnie i stosunkowo szybko, Ęo
Ókoło Z-S miesiącach z,anlkają. Przeciwciała
ochronne wg Negi (16) występują przewazrnie
w klasie IgG i utrzy,mują się we krwi znacz-
nie dłużej - 

miesiące i lata. Ich obecność
mozna stwierdzić używaląc biernego testu och-
ronnego na chomikach (7, 10, 14, 15, 16), od-
czynu zahamowania wzrostu (6), lub biernej
hemaglutynacji (16). Prz,e,prowadzone bad,ania
własne miały na celu określen,ie poziomu aglu-
tynin i przeciwciał ochronnych u świń, szcze-
pionych przeciwko leptospirozie szczepionkami
mono- i poliłvalentnymi.

Tab. 2. Wartość ochronna mieszanek su;:owic śrł,iń
szczepionych szczepionkami leptospirowymi, okreśIona
na chomikach, w stosunkt"Uo', icterohaemorrha-
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1:10.

Jak widać z uzyskanych wyników, zmniej-
szenie ilości antygenu poszczególnych seroty-
pów, ,w wyniku przygotowania szczepi,onek
poliwalen-tnych, przy niezmieni,onej ogólnej
dawce szczepiennej (5 ml), miało wyraźny
wpływ na ilość reagujących zwlerząt, jak rów-
niez na p,oziom aglut;min. Szczepio,nki mono-
walentne, zawierająoe kontponent L. icteroh,a-
eruorrllagiae, już po pierwszym szczepi€ni,i].r
spowo,d,owały poja[Mienie się przeciwciał u
ws,zystkich zwierząt. W przypadku szczepionki
trójważnej, odpowiedź serotrogiczną na trzy u-
zyte ko,mponEnty, uzyskano u wszystkich śrłriń
dopiero po drugim szczepieniu. Szczepiorrki
pięcioważne mimo dwukr,o,tnego p,odania wy-
woliały dodatnie reakcje aglutynacyjne tylko u
części szczepiorrych świń.

Wyraźnie znanaczył się r,vpływ ilości poda-
wanego ,autygenu na i,niana agluty,nin w SLu-

rowicach szczepionych zwierząt. Np, miana dla

L. lnterohaemorrhagźae (M20) po dawce 5 m1
W Szczepionce mono\lr':alerrtnej wahały się od
,1 :B0 do 1:160, po dawce 1,7 ml w szczepionce
tróiwaznei stwierdzano przewaznie rniano 1:40,
a po ,dawce 1 mI w szczepio,ł-rce pięciowaznej
tylko 1:20. Po,dobł:re zjawisko odnotowano w
przvpadku serotypów L. pomona i L. grippo-
tEpłtosa. UżyŁe w badaniach szczepy L. tarq-
sso?Jź i L. sejroe okazały się słabe antygeno-
wo - 

poziom aglutylnin przeciwko tym seroty-
pom był bardzo niski. Zwraca uwagę znacznie
lvyższe miano aglutynin u świń szczepionych
szczepionką monowalentną pizygotowaną ze
szczepu W (zjadliwego). Poniewaz poziom aglu-
tynin w 2-4 tygodnie po szczepieniu może
służyć do pewnego stopnia iako kryterium oce-
ny wartości szczepionek leptospirow5rch, po-
wyższy wynik wskazyrvałby na lepsze właści-
wości imrnunogenne uzytego szczepu W. Po-
równawcze badanie (Nowakowski, dane nie-
publikowane) immunogenności niezj,adliwych
(dla chomików i świnek morskich) szczepów
serogrupy żceterohaemorrhagżae (RGA, M20,
Wijnberg), oraz szczepu zjadliwego W, wykazałc
lepsze właściwości uoCporniające szczepu zia-
dlirvego. Potwierdza to wcześniejsze obserwacje
Bey'a (1) i Brunnera (2)

Aby określić czy badane szczepionki wywołu-
ją lł szczepionych świń powstanie przeciwciał
ochronnych przeciwko L. icterohaemorrhagżae,
mieszanki surowic poszczególnych grtlp tych
zwier,ząt, przebadano p,rzy pornocy biernego
testu ochronnego na cho,rnikach. Pełrte właś-
ciwości ochronne wykazały jedynie suro,wice
świń szczepionych preparatami morrowalentny-
mi. Zestawienie miana aglutynin z war,tością
ochronną tych samych nrieszanek surowic (tab,
2). w przypadku szczepionek A, B, C i D wska-
zu-ie na pozytywną korełację między tymi war-
tościami. Natomiast, w sur,owicach świń szcze-
pionych irnportowarną szczelp,i,onką E, mirmo
bardzo niskiego pozionru aglutyr.in, stwierdzo-
no obecność przeciwciał ochronnych, Wyniki
te zgo,dne są z danymi uzyskanymi przez irrnych
au,torórv. W badaniach prowadzonych na świ-
niach (15). psach (7), bydle (B, 9, 12. 14, 16)
wykazywali on,i ni,ejedłTokrotnie oibecność prze-
ciwciał ochronnych 1ub odporność na zakaż,e-
nie mirno braku aglutynin. Wg d,anych piś-
miennictwa (4, 18), skuteczne szczepionki po-
wodu-ią u świń powstanie w 2-4 t5lgodnie po
szczepieniu aglutvnin na poztio,mie ok. 1:100.
Uzyskane w;miki wskazuią na zaCowalaiącą
odpowiedź se,rologiczna po zastos,owaniu szcze-
pio,riek monowalentnych, zawierających L. żcte-
ro'h,aemorrhagżae w ilości 5 ml. W przypadku
szczepiiorrek poliwalentny,ch nie osiągnięto wy-
ników pozytywnych. Sądzić nalezy. że główną
przyczy.\ą słabszei odpowiedzi serołogicznej na
te szczepionki było zmniejszenie dav/ki posz-
czególnych ,antvgenów w preparatach. Znacze-
nie sane;lrl połącze,nia róznych serotypów lep-
t,ospil", wg danych z piśmiennictwa (1, 20), wy-
daje się mieć małe znaezerlie,
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W dalszych badaniach k]onie,czne będzie
zwięks,zenie koncentracji poszczególnych sero-
typów w szczepionkach lub zastosowanle sz]cz,e-
pów o sihiejszych właśCiwolścia,ch im,rnuł:lo-
gennych.
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Hosaxoscxrr .fi., Ox<exoecxa-Ky;nanT yx M., Maż4aH
C.: Yponerrs aFUIIoTLIIIIaEoB Id IlpeAoxFaĘI{TeJILlt!,lx
IIpoTI,tBoTeJI y crnueń, BaKI{IłEt{poBaHHbIx MoHoBa-
JIeHTHbIMrr rl IIoJII{BaJIeHTIIL,IIIIIi JTerlTo{t!!{po3HbIMI!
BaI<qIlHaMI{.

1,4s xynltyp JIenTocnl4p Ha cpege Koptxc@a c ,IIĄT-

polł 108 .rrenrocnrłp/lłJl nprlrcToBI{Jlr{ cJleAylolqr7e, rIHa-
KTlBJ{poBaHHsre 0,5% @erłonoił BaKIIIłHL,I: I4oHoBaJIeHT-
H6Ie (L icterohaemorł:hagiae anatore rłrłlrń IuTaMM
NI20 r natoretłHuń W), rpexsaneHTHylo (L, ictero-
haemo,rrhagiae, L ponlonaj L. grippotyphosa aa). rł
nJłTrłBaJIeHTriyrc (L, icterohaemorrhagiae, L, pomc_ra,
L. grippcńyphosa aa, L. tał:assovi, L. sejroe aa). V csr{-
Heż, eaxr{v rrr{poBaHHbIx 2 X 5 un BaKq]4HL,I, onpeAe-
JIrĄJIr4 nacc]lBI-IbIM npenoxpaH]4TeJIbHbIM TecToM Ha
XoMfiltax npr,{cyTcTB]4e 3ailir{THL,Ix npoTrlBOTeJI npc-

lus L. icterohaemor,rhagiae r,{ ypoBeHE arrJIIoTJ,IHŁHoB
npoTrlB Bcex npI4MeHfieML,IX B BaKqu Hax cepoT]4noB.
V4oenereoprłTeJIEHBIe pe3yJIF,TaTbI IIoJIy.uIĄJIlĄ ITocJIe
IIpIlMeHeH]4,a MoHoBaJIeIłTHbIx BaKI_I]4H: aIfJIIoTI4I{a-
urłoHHLIń Tr{Tp oK. 1:100 

- 
nocJle npr{MeHeHr{ff MoHo-

eaneHrHoż BaKI_JIłHLL{3 lIITaMMa M20 lt 6onee nlrco-
l<u,ft 7:320 

- 
nocJle npvIB\7BKIĄ BaKIJI{HLI Ł3 IIaToIeH-

Horo ruTaMMa W. Cr,Inoporxn ce.vtłeil, BaKIIlHI4poBaH-
Flblx 3TrrMŁ BaKLIr,IHaM]if , npeAoxpaHfi JIyr 1 000/o xoM8KoB,
3apa>xeHHbIx naToIeHHbIM rriTaMMoM'W. Vcrarłosr{nTa
oTpr4IłaTe JII]Hoe sos4eńctBrłe IIoH14x(eHIł,E KoJI14r{ecTBa
aHTI{IeHa oTAeJILHLIX cepoTr1[oB B noJIIlBa.rleHTHL,TX
BaKuT4Hax Ha BbIcoTy TilTpa arrJIIo.IuHlĄHoB W KoJIl4-
qecTBo peafrpyrcu]I{x x<ŁBoTHLIx. HaAo IIcJIafaTIJ, tITo

AJI,E npŁIoToBJIeHr4.E sQQexrunHstx I1oJIr{BaJIeHTHr,Ix
BaKLIrlH Heo6xoglłlło IIoBF,IlueH].le KoHI_IeHTpaIJI4]4 oT-
AeJIbHbIx cepoTr{noB l,!nr{ np]łMeHeu]4e [ITaMMoe, o6na-
Aaloil]rfx 6o.nee crłrrlrłT,IMl J4MMyHoleHHL,IMrz cgożcr-
BaMr{.

Nowakołvski J., Orzechowska-Kulau/czuk M., Majdan
S. - The level of agglutinins and protective antibr-
tlies in pigs vaccinatetl with monovalent and poly-
valent vaccines against leptospirosis.

The following vaccines against leptospirosis were
prepared from bacteria propagated in Korthof's culture
(titer: 10s cells per ml) and inactivated with 0.50/o
of pheno1 : 1 - a monorralent (L. icterohaemorrhagiae,
an avirulent. strain M 20 and virulent orre -strain W),
2 - trivalent (L. icterohaemorrhagiae, L. pomona, L.
grippotyphosa) and 3 - polyvalent (L. icterohaemorrha-
giae, L. pomona, L grippotyphosa, L. tarassovi, L. sej-
roe). In pigs vaccinated twice,with 5 ml of these
vaccilnes the presence of p,rotective antibo,dies against
L. icterohaemorrhagiae was determined on hamsters,
and besides the level of agglutinins against all the sero-
types lvas examined. Good enough results were obtained
after the application of monovalent vaccines, aggluti-
natio,n tite,rs rvere 100 and 320 using the avi,r"ulent stratn
M 20 or virulent W, respectively. Antisera of pigs vac-
cjnated rvith these vaccines protected hamsters chal-
lenged with a virulent strain in 1000/o. A negative in-
fluence of a decreased amount of antigens of individual
serotypes irr polyvalent vaccines on the titer of agglu-
tinins and number of animals with immunological res-
ponse \\Ias found out. The authors believe that in order
to prepafe more effective polyvalent vaccines it will
be necessary to attain an inorease,d number o,f indi-
rridual serotypes in vaccines or to use the strains with
better immunologica1 properties.

TRAININ Z., UNGAR-WARRON H., MEIRoM R.,
BARNEA A,, SELA M.: Przeciwciała IgG i IsN u byd-
ła zilłowego i chorego na bialaczkę. (IgG antl IgM anti-
bodies in normal and leukaemic cattle), J Comp. Med,
86, 571-5B0, 1976 (4).

Badania przeprowadzno na 8 zdrowych krowach w
wieku 18 miesięcy, 5 lat i B krowach w wieku 3-7 lat,
u których białaczkę rozpoznano w oparciu o badania
k]iniczne i histopatologiczne Krowy uodporniono albu-
miną surowicy ludzkiej (HSA) względnie antygenem
syntetycznym podanym łącznie z kompletnym adjuwan-
tem Freundta. U zdrow;,ch krów po pierwotnej immu-
nizacii pojawiły się w surowicy swoiste przeciwciała
występujące w klasie immunoglobulin IgG i IgM. Po
immunizacji powtórnej przeważały przeciwciała nale-
żące do klasy IgG. U bydła białaczkowego specyficzne
przeciwciała po immunizacji pojawiały się później, w
niższych mianach i należały głórvnie do klasy IgG im-
munoglobulin. Mirmo, że w surowicy bydła z blałaczką
występowały immunoglobuliny klasy IgM, to jedlmie
niewielki odsetek przeciwciał skierowanych przeciwko
badanym antygenom należał do tej klasy.

OIMPRIoH R. E., RooNEY J. R.: Zapalenie jelit u
źrebiąt na t|e zakażenia Corynebacterium equi. (Cory-
nebacterium equi enteritis in foals). Vet. Pathol. 14,
95-102, 1977 (2).

Corynebacteri,um equi powoduje u źrebiąt z reguŁy
zakażenia górnych dróg oddechowych. Autorzy opisali
zmiany sekcyjne u 2 źrebiąt na tle ostrego i chronicz-
nego zakażenia przewodu pokarmowego ptżez C.
equi. W obydwu przypadkach jedyną zmianą stwier-
dzaną w jelibach cienkich była martwica płytek Pe-
yera. U źrebięcia, u którego zakażenie miało przebieg
ostry występowała ogniskowa martwica i zgrubienie
ściany jelit grubych. Przy zakażeniu chronicznym
dochodziło do zgrubienia i silnego pofałdowania ścia-
ny jelit grubych. Badania histologiczne wykazaly za-
nik kosmków jelitowych, martwicę komórek nabłon-
ka jelit i zmiany martwitcowe w krezkowych węz-
łach chłonnych. W ogniskach martwicy, w podślu-
zówce, węzłach chłonnych i płucach makrofagi za-
wierały Gram dodatnie pleomorficzne drobnoustroje.
W preparatach z mikroskopu elektronowego stwier-
dzono w makrofagach śluzówki jelit C. equi. Drobno-
ustrój ten występował również poza komórkowo w
lamina propria.
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