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Wstepne badania nad nieszkodliwoscig

i wiasciwosciami uodporniajgcymi nowej
szczepionki ,,Polivac’’ przeciw chorobom
wychowu drobiu

7 zaktadu Chorob Drobiu lnstytutu Chordh Zakaznych i Inwazyjnych AR-T w Olsztynie

Celem pracy bylo zbadanie stopnia nieszko-
dliwosci oraz wladciwosci uodporniajacych no-
wej, wielowaznej szczepionki pn. ,Polivac”,
przeznaczonej do zapobiegania swoistego i nie-
swoistego najczeéciej wystepujacym chorobom
wychowu drobiu. Szczepionka zostala przygoto-
wana przez Gorzowskie Zaklady Przemystu Bio-
weterynaryjnego w Gorzowie Wielkopolskim.

Material i metody

Do badan uzyto: 1. Szczepionke ,Polivac” serii dos-
wiadczalnej, zawierajaca szczepy: P. multocida, Str.
zooepidemicus, E. coli oraz C. pyogenes — inaktywo-
wane formaling, konserwowane mertiolatem i adser-
bowane na wodorotlenku glinu. Szczepionka przezna-
czona jest do jednorazowego wstrzykiwania domiegs-
niowego lub podskérnego ptakom zdrowym w dawce 1
ml — dla kur i kaczek, 2 ml — dla gesi i indykéw.
2. Zwierzeta do$wiadczalne: 30 myszek bialych, 232 ge-
si, 200 kur w roznym wieku i réznej rasy, 40 kaczek
oraz 20 indykéw.

Do badan nad nieszkodliwos$cig szczepionki uzylo:
a) 30 mltodych myszek bialych, ktére podzielono na 3
erupy, z ktérych kazdej wstrzykiwano podskérnie
0,25 ml, 0,5 ml lub 1 ml szczepionki; b) 20 kurczat w
wieku 8 tyg., ktorym wstrzyknieto szczepionke do-
miesniowo w dawce 4 ml; ¢) 20 gesi hilgorajskich,
ktére otrzymywaly po 6 ml szezepionki domieéniowo.
Zwierzeta obserwowano przez 14 dni.

Badania nad wladciwo$ciami uodporniajgcymi prze-
prowadzono wstepnie w Zakladzie Chordb Drobiu
AR-T, a potem w fermie drobiu RZD AR-T Slary
Dwor oraz w gospodarstwie indywidualnym w miej-
scowosci N.

We wstepnych badaniach laboratoryjnych uzyto 40
kurczat w wieku 8 tyg., ktére zaszczeviono zgodnie
v instrukcjg, a mnastepnie poddano po 27 dniach za-
kazeniu domie$niowemu 0,5 ml 24 godz bulionowej
hodowli zjadliwego szczepu P. multocida, rozcienczo-
nej 1:100 (gr. 1) Iub 1:1000 (gr. 2). Grupe kontrolng
stanowily kurczeta nieszczepione, ktore zakazono jak
grune badanag.

Ponadto przeprowadzono badania nad swoistym
dziataniem ochronnym surowicy pobranej od 10 kur.
ktore zaszezepiono domiesniowo po 1 ml badanei
szczepionki, a nastepnie pobrano od nich krew 7 ¢ 21
dnia po szczepieniu, w celu wykazania swoistych
przeciwcial. Do tego celu uzyto: a) metody hamowa-
nia wzrostu odpowiednich szeczenéw bakterii jprzez
badang surowice oraz b) préoby biologicznej.

Ad a) Szczepy: Str. pyogenes, P. multocida, C. pyo-
genes oraz E. coli namnazano w bulionie zwyklym w
ciggu 24 godz. w temperaturze 37°C i okre§lano wg
skali McFarlanda liczbe bakterii w 1 ml kultur. Na-
stepnie do kultur tych — rozcienczonych od 10-1 do
105 — dodawano w réwnych jlo$ciach surowice roz-
cienczong 1:2, pobrang od kur 7 dnia po szczevpieniu.
Mieszanine te wstawiano do cieplarki na 1 godz., po
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czym wysiewano na plytki agarowe i liczone uzyska-
ne kolonie. Kontrole stanowily plytki posiane tymi
amymi szczepami, inkubowane bez surowicy oraz
plytki z dodatkiem surowicy pochodzacej od kur nie-
szcezepionych. Roznice liczby uzyskanych kolonii uzna-
wano za wskaznik procentowy swoistego hamujacogo
dziatania surowicy.

Ad b) Do badania uzyto 10 kur, Kktérym rdéwno-
cze$nie z zakazeniem hodowlag P. multocida wstrzyk-

nieto po 5 ml surowicy pobranej od kur 21 dnia po
ich szezepieniu. Réwnoczesnie zakazono 5 kur kontrol-
nych (bez surowicy). Wszystkie kury poddano obser-
wacji na diugo$é okresu inkubacji oraz natezenie
objawdéw chorobowych.

Badania terenowe przeprowadzono w stadzie gesi
liczacym 200 szt. w ktérym przed i w czasie doswiad-
czenia stwierdzono zachorowania i upadki z powodu
kolibakteriozy. W stadzie tym wybrano losowo 70 g¢-
si zdrowych, ktére zaszczepiono domie$niowo po 2 ml
szczepionki i cale stado obserwowano przez okres 4
miesiecy notujgc zachorowania i upadki, zmiany sek-
cyjne oraz wyniki badania bakteriologicznego.

Druga cze$é¢ terenowych badan nad skutecznoscia
szezepionki przeprowadzono w zagrozonhym pasterelo-
zg gospodarstwie indywidualnym, w ktorym zaszcze-
piono dwukrotnie co 7 dni 120 kur, 40 kaczek, 20 in-
dykéw oraz 12 gesi. Zaszczepione ptaki obserwowano
przez 2 miesigce,

Wyniki

7Z badan nad stopniem nieszkodliwosci szeze-
pionki dla réznych gatunkow ptakéw domo-
wych — mtlodych i starych — wynika, ze byla
ona nieszkodliwa. Sposréd 30 myszek nie padla
zadna. Dawka 1 ml powodowala jedynie w miej-
scu iniekeji guzki, ktore utrzymywaly sie przez
34 dni po czym znikaly.

Odczynéw ogolnych i miejscowych nie stwier-
dzono u kurczat i gesi bilgorajskich — mimo
uzycia dawki 4 lub 6 ml szczepionki oraz u pta-
kéw uzytych do badan nad skuteczno$cig szcze-
pionki w warunkach laboratoryjnych i tereno-
wych. Szczepione ptaki rozwijaly sie prawidlo-
wo, wykazaly taka sama niesno$é oraz analogicz-
ne przyrosty ciezaru ciala.

W badaniu wladciwosci uodporniajacych wy-
kazano, ze kurczeta szczepione a nastepnie za-
kazone szczepem zjadliwym P. multocida — byly
mniej wrazliwe na zakazenie niz kurczeta grup
pozostalych. Padaly one dopiero 3—5 dnia po
zakazeniu, a 1 kurcze przezylo zakazenie. Na-
tomiast kurczeta kontrolne padaly w ciagu 24—
48 godz.



Wyniki badan uzyskane nad hamujacym dzia-
taniem surowicy pobranej od ptakéw 7 dnia po
szczepieniu zebrane sg w tab. 1.

7 tabeli tej wynika, ze badana surowica ha-
mowala wzrost pateczek C. pyogenes w 50% oraz
wzrost E. coli w ok. 25%. Nie stwierdzono na-
tomiast w tym ukladzie hamowania wzrostu
P. multocida oraz Str. pyogenes.

Tab. 1. Wyniki prob hamowania wzrostu niektorych
szezepow bakteryjnych przez surowice kurczat szczepio-
nych szczepionka ,,Polivac”

Iose Wskaznik
balterii A hamowa-
Szczopy w1 ml h(_',::rllt.l ij nia wzrosiu
wg skall L halkteril
MeFarlanda | w %%
| | 10-t 0
" ¢ 10— 0
B) ! 8 |
P. multocida 3 X 10 lo—8 0
10— 0
‘ 10~ | 0
- 10—2 0
Str. pyogenes 3 X108 10-3 0
\ 10—+ 0
! 10—1 0
o U 102 0
C. pyogenes [ 3 X1 10-3 <0
| 104 50
101 n.b
10—2 0
E. coli 10—3 25
10—4 25
[ 10-s 25

Hamujace dzialanie surowicy na rozwoj pa-
teczek P. multocida stwierdzono natomiast w
prébie blologicznej in vivo: kury, ktérym oprocz
zarazkéw wstrzyknieto surowice, zachorowaly
na pastereloze z reguly o 5 dni pézniej, niz kury
grupy kontrclnej. Przebieg choroby u tych kur
byt ponadto znacznie lagodniejszy i trwal diu-
zej niz u kur kontrolnych. Wynik ten wskazuje,
ze kury uodpornione szczepionka ,,Polivac” maja
w surowicy 21 dnia po szczepieniu swoiste dla
P. multocida przeciwciala, ktére hamuja czescio-
wo rozwdj tych zarazkéw w organizmie zakazo-
nym.

W badaniach nad ochronnym dzialaniem
szezepionki ,,Polivac” w warunkach terenowych
uzyskano wyniki nastepujace:

W fermie drobiu RZD — zaszczepione gesi
pozostaly zdrowe przez 3 mies. po szczepieniu.
W 4 mies. padly w tej grupie 3 gesi, u ktérych
klinicznie stwierdzono kulawizne i niecheé¢ do
ruchu, sekcyjnie za§ — zapalenie otrzewnej, wy-
siek w jamie brzusznej z nitkami wiloknika i
Sciete masy zoltkowe, zapalenie jajnika i jajo-
wodu oraz zwyrodnienie watroby i $ledziony.
Badaniem bakteriologicznym stwierdzono u nich
E. coli. W grupie gesi kontrolnych padlo 5 gesi
we wezesniejszym okresie doswiadczenia. Przy-
czyng upadkéw byla kolibakterioza. W pozosta-
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tym okresie doswiadczenia (4 mies.) stan zdro-
wotny ptakow badanych byt dobry, a przyro-
sty ciezaru ciala oraz niesnosé byly normalne.

W gospodarstwie indywidualnym, zagrozonym
pasterelozg stwierdzong w okresie zakladania
doswiadczenia w sgsiednich gospodarstwach, za-
szezepione kury, kurczeta, kaczki, gesi i indyki
pozostaly zdrowe przez caly okres doswiadcze-
nia.

Omowienie

Szczepionke ,,Polivac” wolno uznac¢ za nie-
szkodliwg dla myszek oraz dla kaczek, kurczat,
kur, gesi 1 indykéw. Plaki szczepione zaréwno
dawkami wiekszymi, jak i mniejszymi nie wy-
kazywaly klinicznych odchylen od normy. W
szezegbdlnodel nie stwierdzono u nich zmniejsze-
nia nie$no$ci oraz przyrostow ciezaru ciala.

W badaniach nad uodporniajacym dzialaniem
szczepionki wykazano, ze powoduje ona u szcze-
pionego drobiu powstawanie swoistej odpornosci
przeciwzakaznej. Wynika to zaréwno z przebie-
gu préb sztucznego zakazenia kur szezepionych,
jak i z rezultatéw pozostalych badan laborato-
ryjnych i terenowych. Uzyskane wyniki nad
ochronnym dzialaniem szczepionki w stosunku
do pasterelozy nalezy ocenia¢ w $wietle dwoch
podstawowych faktéw: a) pastereloza jest cho-
roba, przy ktérej uzyskanie 100% odpornosei u
zwierzat szczepionych jest b. trudne (2, 5) oraz
b) uzyta do challenge’u dawka P. multocida prze-
wyzszala dawke LD;, ok. milion razy (6, 7). Uzy-
skanie wiec w tych warunkach charakterystycz-
nego przedluzenia okresu trwania i tagodniej-
szego przebiegu choroby u ptakéw szezepionych
oraz przedluzenia okresu jej wylegania u ptakow
ktore oprécz duzej dawki zakaznej otrzymywaty
5 ml surowicy kurczat szczepionych — wskazu-
je niewatpliwie na uodporniajace dzialanie ba-
danej szczepionki — réwniez przeciw pastere-
lozie. Jest to zgodne z wynikami innych auto-
row (1, 3, 4, 7), ktérzy do uodporniania drobiu
przeciw posterelozie uzyli szczepionki swoiste]j
inaktywowanej i wstrzykiwanej parenteralnie.

Uodporniajace wlasciwoéci szczepionki ,,Po-

livac” w stosunku do niektérych innych
bakterii chorobotwoérezych wynikaja z wy-
kazanego hamowania ich wzrostu przez
surowice pochodzaca od kurczat szezepio-

nych oraz z wynikéw uzyskanych w RZD.
Wolno przyjgé, ze wyniki uodporniania bada-

na szezepionkg mogg by¢é znacznie wyzsze po

dwukrotnym jej zastosowaniu, na co m.in.

wskazuje praca Truszezynskiego i wsp. (7).

|

Wnioski

1. Szczepionka ,,Polivac” — przeznaczona do
swoistego i1 nieswoistego (bodZcowego) zapobie-
gania niektérym bakteryjnym chorobom wycho-
wu drobiu — jest nieszkodliwa.

2. Szczepionka wywiera dzialanie uodpornia-
jace przeciw chorobotworczym zarazkom — od-
powiednio do zawartych w niej antygendéw.
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3. Szczepionka ,,Polivac” moze byé¢ dopusz-
czona do dalszych prob w warunkach tereno-
wych — w celu wyprébowania jej wlasciwosei
ochronnych na wiekszym materiale zwierzat i w
roznych warunkach srodowiskowych.

Pismienniciwo

1. Bhasin J. L., Biberstein E. B.: Avian Dis. 12. 139, 1964.
2. Gotebiowski S.: Medyeyna Wet. 17, 707, 1961.

JERZY RZEDZICKI, BOZENA BORKOWSKA-SKORA

"MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXIV

3. Heddleston K, L., Gallagher J. E.,, Rebers P. A.: Avian Dis.
14, 626, 1970.

1. Maheswaran S. K., McDowell I, R, Pomeroy B. S.: Avian
Dis. 17, 396, 1973.

. 3. Samol S.: Medyeyna Wet. 16, 204, 1960,

. Tereszezuk S.: Medycyna Wet. 21, 136, 1965.
i. Truszezynski M., Tereszczukowa M., Ruthowska-Jurge I.:
Medycyna Wet. 31, 199, 1975,

Adres autera: doc, dr habil. Irena Janowska, ul. Jasna 1 m. 29,
10-427 Olsziyn.

Zastosowanie ilosciowego oznaczania klas
immunoglobulin surowiczych u bydta

7 Instytutu Chorob Zakaznych i1 Inwazyinych Wydzialu Weterynaryjocgo AR w Lublinie

Najbardziej swoistymi cechami immunoglobu-
lin sg ich wlasciwosci immunogendéw i przeciw-
cial. Dzieki tym wlasciwosciom immunoglobu-
liny sg jednym z kluczowych czynnikéow warun-
kujgeych humoralng odpornosé przeciwzakazng
(9). Szczegdlnie wazna role bialtka te odgrywaja
w ksztaltowaniu odpornosci u zwierzagt nowo na-
rodzonych (9, 24). Ponadto immunoglobuliny
pelia w organizmie szereg funkeji nieswoistych.
Miedzy innymi wplywajg na utrzymanie cisnie-
nia osmotycznego oraz biorg udzial w procesach
katabolicznych organizmu.

Szczegodlna rela immunoglobulin w organizmie
spowodowala szybki postep wiedzy w dziedzi-
nie immunologii doswiadczalnej. Aspektem
praktycznym tych badan bylo wprowadzenie
przez Manciniego i wsp. (20) metody radialnej
immunodyfuzji do ilo§ciowego oznaczania pozic-
mu poszczegolnych klas immunoglobulin. W o~
statnim dziesiecioleciu metoda ta znalazla sze-
rokie zastosowanie w medycynie do diagnozo-
wania szeregu zespolow chorobowych, ktérym
towarzyszg hipogammaglobulinemie lub dysga-
mmaglobulinemie (5, 8). Metoda Manciniego i
wsp. stosowana jest takze do okreslania poziomu
immunoglobulin w zespotach chorobowych zwig-
zanych z nadprodukcja tych bialek oraz substan-
cji takich, jak: biatko C-reaktywne, globulina
B,., transferyna (26).

Odmienna budowa lozyska, a tym samym in-
ny mechanizm przekazywania odpornosci mat-
ki na potomstwo warunkuje, ze w weterynarii
badania poziomu immunoglobulin moga mie¢ o
wiele wieksze znaczenie praktyczne. Szczegdlne
zainteresowanie w Swiatowej immunologii wete-
rynaryjnej wzbudza mechanizm przekazywania
immunoglobulin drogg siary oraz poczatkowy
okres ich syntezy u mlodych zwierzat (3, 25, 29,
31). Mimo to w polskim pi$miennictwie wete-
rynaryjnym brak jest doniesien dotyczacych
oceny stanu odpornosci zwierzat w oparciu o ilo-
Sciowe oznaczenie poziomu poszczegdlnych klas
immunoglobulin. Stad tez wydaje sie slusznym
przedstawienie mozliwosei wykonania oraz wy-
korzystania tej metody do celow badaweczych,
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a takze w laboratoryjnej praktyce weterynaryj-
nej.

Izolacja immuneglobulin klas IgG, IgM i IgA

Izolacje oczyszczonych klas immunoglobulin
koniecznych do immunizacji krélikow wykona-
no w oparciu o technike podana przez Butlera
i wsp. (6). Badania wstepne wykazaly koniecz-
nos¢ niewielkich modyfikacji powyzszej tech-
niki. Przy izolacji immunoglobulin klasy IgG,
aby ulatwi¢ dalsze oczyszczanie juz w etapie
wstepnym do surowicy niedializowanej dodawa~
no uprzednio przygotowany sephadeks DEAE
A-50 (preparat w formie Cl7) w ilosci 10 g na
30 ml surowicy. Preparacje wstepna przeprowa-
dzono dwukrotnie. W przypadku klasy IgM ba-
dania kontrolne wykazaly, ze celem uzyskania
wysokiego stopnia czystosci niezbedna jest chro-
matografia na DEAE-celulozie, ktéra zostala wy-
wazona buforem fosforanowym o pH 6,3. Elucje
przeprowadzono za pomocg gradientu linearne-
go. W ten sposdb otrzymano trzy frakcje bialko-
we. Frakcja I uzyskana po chromatografii na
DEAE-celulozie i rechromatografii na sepha-
deksie G-200 jest czystg globuling IgM. W odnie-
sieniu do immunoglobulin klasy IgA konieczne
bylo zastosowanie rechromatografii na sepha-
deksie G-200. Stopien czystosci wyizolowanych
klas kontrolowano spektrofotometrycznie przy
diug. fali 280 um (spekirofotometr ,,Specord”
UV-Vis) oraz metodg immunoelektroforezy.

Otrzymywanie surowic odpornosciowych swois-
tych dla poszczegélnych klas immunoglobulin

Surowice uzyskano drogg uodpornienia kroli-
kow. Jednorazowa dawka antygenu w cyklu im-
munizacyjnym wynosila dla poszezegolnych
klas: IgG 2—6 mg, IgM 2,5—8 mg, IgA 5—10
mg. Antygen podawano domiedniowo z komple-
tnym adiuwantem Freunda. Okres immunizacji
wynosil dla poszczegolnych klas od 6—38 tygodni.
Kroéliki skrwawiano po odmiu dniach od ostat-
niej iniekcji, kiedy miano precypitacyjne suro-
wic wynosito od 1:2560 do 1:6120. Swoistosé
uzyskanych surowic kontrolowano w reakcjach



