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Summary

Assessement of a polyvalent inactivated oral vaccine against
colibacillosis of piglets

The experiments were carried out on 12 piglets, 15 kg
of body weight of each, 5 weeks old. Eight animals received
32 m! of an oral vaccine (1.5 10'9/ml) once daily for 10 days.
Four animals served as control. The level of specifis E.
coli anti O and anti K anibodies was determined in sera
and in feces on day 4 and 10 of the wvaccination and on
day 15. The level of antibodies in sera of the experimental
and control groups was similar. In the deces, however,
the level of antibody rose as a result of vaccination. Prior
to vaccination the mean antibody titres were 1.37 logs;, on
day 4—2, 12, day 10—3, 20, and day 15—2, 83 logs which
indicated a more than a 50% increase in relation to the
prevaccination levels. The serum total protein and immuno-
plobulin levels in vaccinated and control group of piglets
did not differ remaining within the lower physiological
limits for healthy animals. Histopathological electronmicro-
scope studies of intestinal sections of the immunized animals
showed morphologic characteristics of antigen stimmulation.
There were no differences, however, between control and
immunized animals in histoenzymatic studies (alkaline and
acid phosphatase tests). Challenge was carried out on 3 im-
munized and 2 non-immunized piglets using a mixture of
pathogenic E. coli strains administered directly to the
jejunum. The immunized piglets did not show any clinical
symptoms throughout the 2 weeks. The control piglets did
contract colibacillosis and one animal died. Colibacillosis
was confirmed by gross lesions and histopathologically.

Profilaktyczne i lecznicze stosowanie przez wiele lat anty-
biotykow, sulfonamidéw i preparatéw furanowych w koli-

* Praca wykonana w ramach CPBR 10.17/IV.3.5.

pakteriozie sprawilo, ze wigkszo$¢ tych preparatow prze-
stala skutecznie dziala¢. Dlatego ‘tez w ostatnich latach
prowadzi sie badania nad miejscowym, narzgdowym ucdpor-
nianiem zwierzat przeciw chorobom, dotyczacym przede
wszystkim ukladéw pokarmowego i oddechowego. Szczegod-
towego przegladu pismiennictwa z zakresu doustnego uod-
porniania zwierzat dokonali Newby i wsp. (7). Podkreélenia
wymagaja jedynie niektore stwierdzenia dotyczace kolibak-
teriozy.

Doustne uodpornienie stymuluje giéwnie miejscowa pro-
dukcje przeciwcial jelitowych, naleiacych do immunoglo-
buliny sekrecyjnej typu IgA. Biologiczna ich rola polega
na uniemozliwieniu przylegania patogennych szczepow do
blony ¢luzowej, co zapobiega powstaniu choroby. Stopien
odpornoéci miejscowej zalezy od rodzaju i dawki antygenu
oraz czasu jego stosowania. Wedlug Baliera (1) skuteczna
szczepionka powinna byé przygotowana z kilku patogen-
nych szezepéw E. coli, najlepiej s$rodowiskowych, posiada-
jacych antygen K83 oraz zdolno$¢ wytwarzania entero-
foksyn. Porter i wsp. (8) uwazaja, ze szczepionka inakty-
wowana, podana doustnie, wyzwala raczej staba miejscowa
odpowiedZ immunologiczng u zwierzat konwencjcnainych,
lecz uzyskany poziom odpornosci wystarcza do spelnienis
swojej roli ochronnej.

Dzigba i wsp. (5) stwierdzili, ze szczepionka taka wy-
zwala swoista odpornosé miejscowsa i zapobiega wystepo-
waniu kolibakteriozy u $win. Zwierzeta szczepione wyka-
zuja lepsze przyrosty masy ciala.

Celem podjetych badan byt dobér szczepdow E. coli do pro-
dukcji szczepionki oraz ocena jej immunogennosci na pod-
stawie poziomu przeciwcial i préby biologicznej.
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Materiat i metody

Do doéwiadczenia uzyto 12 prosigt konwencjonalnych, obu
plci, w wieku 5 tygodni, o $redniej wadze ok. 15 kg, po-
chodzacych z hodowli wielkostadnej. Szczepy do produkeji
szczepionki dobierano na podstawie obecnosci antygenu K88
i zdolnosci wytwarzania enterotoksyn. Do wykazania obec-
nosci enterotoksyn uzyto prosigt, na ktérych wykonano test
w petli jelitowej. Do przygotowania szczepionki uzyto
szezepéw E. coli: O139K88; O149K91, K88 ab i ac; O145K85
oraz O8K388.

Wszystkie szczepy namnazano oddzielnie na podiozu ptyn-
nym zawierajacym hydrolizat kazeiny, autolizat drozdzowy
oraz glukoze w stezeniu koncowym 5%/, Czas hodowli wy-
nosit od 10 do 12 godzin. Celem utrzymania pH 7,4—7,5
hodowle alkalizowano 10% roztworem NaHCO; i 12% roz-
tworem Na,C0; Namnozona hodowle inaktywowano przez
dodanie formaliny do sigzenia 0,i%, a po 48 godzinach
odwirowano. Przed inaktywacja i odwirowaniem oznaczano
gestosé hodowli, kiora wynosila 3> 10¢ bhakterii/ml. Odwi-
rowane komorki bakteryjne zawieszano w buforowym roz-
tworze fizjologicznym 1 mieszano w réwnych proporcjach
szezepy tak, aby 1 ml zawiesiny zawieral 151010
nl. Szezepionke badano na jatowose i nieszko-

bakterii/
dliwosc.

Do sprawdzenia odpornosci po doustnym podaniu szczepion-
ki u prosigt zastosowano:

_ odezyn hemaglutynacji dla okreslenia poziomu przeciw-
ciat anty O i K E. coli w surowiecy krwi, kale i popluczy-
nach jelit wediug metody podanej przez Wilsona i wsp. (11),

__ oznaczenie poziomu bialka i immunoglobulin ogolnych
metoda biuretowa w surowicy,

— prébe biologiczng — patogennymi szczepami E. coli
uzytymi do przygotowania szezepionki w dawce 3 ml o ge-
stogci 101 bakterii/ml zakazano bezposrednio do Jjelita
czezego prosigta uodpornione i kontrolne.

Przebieg do$wiadezenia: z 12 prosigt uzytych do bhadan
8 sztuk uodporniono doustnie, a 4 stanowily kontrole. Zwie-
rzeta otrzymywaly przez kolejne 10 dni szezepionke w daw-
ce 3 ml, o gestogei 1,5%101¢ bakterii/ml, zawieszona w 0,5 1
slodkiego mileka i wymieszane z 0,5 kg mieszanki peino-
porcjowej P (bez antybiotykoéw).

Przed szezepieniem, 4 i 10 dnia w trakcie podawania
szezepionki oraz 15 dnia okreslano poziom przeciwcial swo-
istych anty O i K E. coli w kale i surowicy prosigt. W su-
rowicy okreslanc réwniez ogélny poziom bialka i immuno-
slohulin. Po 15 dniach uspiono 3 prosieta z grupy szczepio-
nej oraz 2 z grupy kontrolnej celem pobrania popluczyn
z jelit cienkich do okreélenia poziomu miejscowych przeciw-
cial oraz wycinkow jelit do badan mikroskopowych. Wycinki
jelit pobrano z poczgtkowego, srodkowego i koficowego od-
cinka jelita cienkiego. Przygotowano preparaty histologiczne
metoda przegladowa hematoksylina-eozyna oraz wykonano
odczyny histochemiczne na aktywnoic fosfatazy kwasne]j
i zasadowej. Przeprowadzono rtowniez badanie wycinkow
jelita w mikroskopie elektronowym.

Na dalszych 5 prosietach (3 sztuki szczepione i 2 kontrolne)
wykonano prébe biologiczng. Po laparotomii mieszaning zy-
wych szezepow E. coli w dawee 3 ml (o gestosci 10°° bakterii
w 1 ml) wprowadzono do swiatla jelita czczego. Zwierzeta
te poddano 2-tygodniowej obserwaciji.

Wyniki i omoéwienie

Wyniki podano w tab. 1—3 i na ryc. 1—2.

W tab. 1 przedstawiono sredni poziom przeciwcial wy-
razony jako log, w surowicy oprosigt. Wykazany poziom
przeciweial w obu grupach byt podobny. Uzyskane wyniki
s zbiezne z wynikami autoréw anglosaskich, ktéorym réw-
niez nie udalo sie podwyzszy¢ miana surowicy u $win po
podaniu doustnym szczepionki (6).

Tab. 1. Sredni poziom przeciwcial w surowicy prosiat przed i po podaniu doustnie szczepionki
przeciw kolibakteriozie
Sredni poziom przeciwcial (logy)
Grupa :  n ==
doswiad- Liczba | przed szczepieniem po szczepieniu
czalpa prosiagt 4 dni 10 dni 15 dni
prosiat K - == R
| o | K o | K o | K
Szczepione ’ 8 ! 3.96 | 4.08 4,34 ‘ 4 58 | 3.52 3,38 I 3.37 | 3.41
Kontrolne ‘ 4 | 3.33 | 433 3,33 1 424 | 3,08 3,58 l 3,33 | 3,08
Tab. 2. Sredni poziom przeciwcial w kale vprosiat przed i po podaniu doustniz szczepionki
przeciw kolibakteriozie
Sredni poziom przeciwcial (log,)
Grupa - s
do$wiad- Liczba c po szczepieniu
. ed zepieniem
czalna prosigt | Preec Secrepient 4 dni | 10 dni 15 dni
prosiat i
o | K o | x | o | «x o | K
Szczepione | 8 | 1,37 ] 2,48 | 2:12 | 3,45 [ 3,20 ' 2,95 2,83 | 1,99
Kontrolne | 4 | 1.41 | 1.80 l 124 | 2,74 ’ 2,16 [ 1,41 1.99 ! 1,99
Tab. 3. Srednie wartosci biatka calkowitego i immuno globulin w surowicy prosiat po podaniu doustnie
szczepionki przeciw kolibakteriozie .
P =
Grupa l Przed szczepieniem : e
doswiad- | Liczba | 4 dni il 10 dni | 15 dni
czalna i . . ’ e
prosiat prosiat Biatko Immun. Biatko Immun, || Biatko Immun. : Biatko Immun.
g/l g/l g/l g/l ! g/l g/l | g/l g/l
[ ]
Szczepione I 5 | 46,8 l 0,035 | 472 | 0,030 | 50.0 0,041 1 48.0 0.040
Kontrolne | s | w0 |__ 0,036 | a2 | 0,035 | 37,0 0031 | 380 0,036
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W tab. 2 podano $redni poziom przeciwciat anty O i K
E. coli w kale zwierzat szczepionych i kontrolnych. Poziom
przeciwcial anty O wzrastal i wynosit w 4 dniu szczepienia
2,12 log,, przy wartosci wyjsciowej przed szczepieniem —
1,37 log,. Najwyzszg wartosé¢ 3,20 log, odnotowano w 10, to
jest ostatnim dniu podawania szczepionki. W 15 dniu poziom
przeciwcial nieznaczenie sie obnizyl i wynosit 2,83 logs, lecz
byla to wartosé o ponad 50% wyzsza od poziomu z okresu
poprzedzajacego szczepienie. Poziom przeciwcial w grupie
kontrolnej w tym okresie byl znacznie nizszy niz w grupie
doswiadczalne]j.

Poziom przeciwcial anty K E. coli wzrést o jeden logarytm
jedynie w 4 dniu szczepienia, w 10 i 15 dniu nie 1éznil sie
istotnie od wyjéciowego. Poziom przeciwcial u prosiat kon-
trolnych w 4 i 10 dniu byt nizszy od poziomu odnotowanego
w grupie doswiadczalnej.

W popluczynach jelit nie stwierdzono przeciwcial.

W tab. 3 przedstawiono $rednie wartosci biatka catko-
witego i immunoglobulin w surowicy prosigt. Nie odnoto-
wano réznic pomiedzy grupami do$wiadczalng i kontrolng.

Po doswiadezalnym zakazeniu 5 prosigt, zwierzeta uodpor-
nione nie zachorowaly w okresie 2 tygodni obserwacji. Na-
tomiost prosieta kontrolne zachorowaly drugiego dnia po
zakazeniu z objawami biegunki utrzymujacej sie przez 3 ko-
lejne dni. Z grupy tej w drugim dniu choroby jedno prosie
padlo. Sekcyjnie stwierdzono niezytowe zapalenie zolgdka
i jelit typowe dla kolibakteriozy, a bakteriologicznie wyizo-
lowano z narzadéw i tresci jelit hemolityczne szczepy E. coli.

Badania histopatologiczne wycinkéw jelita cienkiego pro-
sigt, ktore nie byly uodpornione i zostaly potraktowane
jako materiat kontrolny wykazaly nastepujacy obraz: w po-
czatkowym odcinku jelita cienkiego obserwowano cechy
uszkodzenia nablonka wyrazajgce sie zmiang odczynu na
kwasochlonny, zmianami strukturalnymi oraz zluszczeniem.
W Dblonie $luzowej wilasciwej obserwowano naciek komor-
kowy z komoérek jednojadrowych z udziatem granulocytow
obojetnochlonnych, widocznych miejscami takze w nablon-
ku. W swietle jelita wystepowaly masy kruszywa komoérko-
wego zmieszane ze sluzem. Zmiany te, bedace wyrazem
morfologicznym zapalenia, wykazywaly znacznie mniejsze
nasilenie w dalszych odcinkach jelita cienkiego, a miejsca-
mi w ogdle nie byty widoczne. W btlonie $luzowej wtasci-
wej obserwowano wystepowanie licznych granulocytéw
kwasochtonnych, przy czym ich liczba byla znacznie wigk-
sza w koncowym odcinku jelita cienkiego.

Badania ultrastrukturalne komoérek nablonka potwierdzity
obecno$¢ enterocytéw o cechach uszkodzenia, a mianowicie
powiekszenie kanalow siateczki s$rodplazmatycznej, obrzek
mitochondriow i zwiekszenie ilosci struktur lizosomopodob-
nych oraz zniszczenie mikrokosmkéw. Grudki chionne obser-
wowane w koncowym odcinku jelita cienkiego tworzyty
skupienia. W obrebie grudek nie stwierdzono wyraznie za-
znaczonych osrodkoéw rozmnazania lub byly one stabo wy-
razone.

Badania mikroskepowe wycinkéw jelita cienkiego zwie-
rzat, ktérym podawano szczepionke doustnie wykazaly nas-
tepujacy obraz: u 2 sposrdod 3 $win stwierdzono prawidlowe
zachowanie sie nablonka i blony sluzowej wiasciwej na ca-
tej diugosci jelita. U jednej sztuki w poczgtkowym odcinku
jelita cienkiego stwierdzono cechy uszkodzenia nablonka
7 towarzyszacym odczynem zapalnym. W blonie sluzowej
wlasciwej u wszystkich sztuk obserwowano wystgpowanie
komorek jednojgdrowych oraz licznych granulocytéw kwa-
sochlonnych.

Badania ultrastrukturalne wykazaly na ogét prawidlowy
stan nablonka. W blonie $luzowej wiasciwej obserwowano
wystepowanie licznych komorek plazmatycznych wykazuja-
¢ych cechy pobudzenia w postaci rozszerzenia kanaléw sia-

Ryc. 1. Pobudzone antygenem komorki ukladu limfoidalnego

w blonie $luzowej jelita (P). Rozszerzenie kanaléw siateczki

¢rédplazmatycznej (rer), mitochondria (m), jadra komoérkowe
(n), Powiekszenie: 5440 X

Ryc. 2.

Grudka chlonna w $cianie jelita. a — wyraznie za-
znaczony oérodek rozmnazania, b — zewnetrzny pas lim-
focytow, barw. H-E; pow. ok. 5 XX; ob. 10 X

teczki srédplazmatycznej (ryc. 1). Grudki chlonne tworzace
duze skupienia w koficowym odcinku jelita cienkiego wyka-
zywaly cechy pobudzenia antygenowego, wyrazajgce sie
obecnoscia duzych, wyraznie zaznaczonych osrodkow roz-
mnazania (ryc. 2).

Badania histochemiczne, majace na celu okreslenie spraw-
nosci funkcjonalnej nabionka jelitowego za pomocg odczy-
noéw enzymatycznych, nie wykazaly réznic w aktywnosci
fosfatazy zasadowej i fosfatazy kwasnej migdzy grupa pro-
siat uodpornionych i grupg prosiat kontrolnych.

Poglady na stosowanie doustne szczepionek inaktywowa-
nych sz kontrowersyjne. Grupa autoréw angielskich (2, 6,
7, 8) jest zdania, ze szczepionki inaktywowane podane do-
ustnie zwierzetom konwencjonalnym nie sg w stanie pod-
wyzszy¢ swoiste] odpornosci miejscowej w przewodzie po-
karmowym. Uwazajg oni, ze nalezy dazy¢ do opracowania
sywej, bezpiecznej szczepionki, opartej o technologle inZy-
nierii genetycznej. Inni badacze (1, 3, 5, 9) uwazaja, Ze na
obecnym etapie badan szezepionki inaktywowane majg pew-
na wartosé, gdyz wyréwnuja odpornos¢ miejscowg w jeli-
tach szczepionych $win.

Immunogennosé opracowanej przez nas szczepionki wcezes-
niej oceniano na prosigtach gnotobiotycznych (4). Wykazano
jej wlasciwosei immunogenne, mierzone obecnoscig przeciw-
cial swoistych w $luzie przewodu pokarmowego szczepionych
doustnie prosiat. Badania te potwierdzaja obecnie uzyskane
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wyniki serologiczne. Proba biologiczna i badania mikrosko-
powe przewodu pokarmowego prosiat sg dalszym dowodem,
se zastosowana doustnie szczepionka przeciw kolibakteriozie
jest immunogenna. W innych badaniach terenowych nad
skutecznoscia uzytej obecnie szezepionki przeciw kolibak-
teriozie wykazano obnizenie liczby zachorowan na kolibak-
terioze oraz odnotowano lepsze przyrosty wagowe u szcze-
pionych prosiat (5).
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Summary

Effectiveness of different metheds of immunoprophylaxis
in the control of atrophic rhinitis of swine

The investizations have been done on the farm with
a moderate form of atrophic rhinitis (AR For trials 80
sows and their litters divided randomly into 4 equal groups
I. II, TII and IV were used. Sows and piglets from the
group [ were immunized using Bordetella bronchiseptlica
bacterin (Bp). Femals from the group 11 were vaccinated
with a monovalent Bp bacterin and piglets from this group
apart from the vaccine were given additionally twice anti-
serum Bp and Pasteurella multocida (Pm). Sows and piglets
of the group 111 were immunized wilh monovalent vaccines
against Bp and Pm. Swine from group IV served as control.
Effectiveness of the treatment was assesed by three different
methods: a) body weight gains of 50 slaughter hogs from
each group, b) done's visual snout evaluation and c) digital
computer evaluation of turbinate parameter ratios (TPR)
The obtained results showed that each of the used methods
of immunoprophylaxis was useful. The best resulis were
roted in the group II. Tt was found that clinical investiga-
tions were not eftective to determine the health status of
swine regarding to AR. The most objective method seems
to be TPR evaluation. Direct correlation between the in-
tensity of changes in the snout and body weight gains
was proved to be only partially useful.

Zzzn jest chorobg zakazng, w etiologii ktére] pierwszo-
rzedne znaczenie odgrywaja toksynotworcze, dermonekro-
tyczne (DNT) szczepy Pasteurella multocida — Pm oraz pe-
siadajgce podobne, w tym zakresie, wlasciwosci paleczki
Bordetella bronchiseptica — Bbr (5, 7). Pozostate czynniki
srodowiskowe maja wprawdzie znaczenie drugorzedne, nie-
mniej jednak moga, w sposdéb wyrazny, zaostrza¢ przebieg
procesu chorobowego. Dowiedziono, ze jedynag skuteczng
droga ograniczania strat ekonomicznych powodowanych
przez zzzn jest ochrona $win, szezegblnie we wezesnym
okresie ich zycia, przed zakazeniem wymienionymi czyn-
nikami patogennymi, gtéwnie na drodze immuno- lub/i che-
mioprofilaktyki.

*) Praca \wykonana w ramach tematu PL-AES-141 finansowa-
nego przez USDA. Grant no. FG-Po-382.

Celem prezentowanej pracy bylo okreslenie wartoscl
ochronnej wytwarzanych w kraju hiopreparatéw swoistych
przeznaczonych do immunoprofilaktyki zzzn i poréwnanie
ich z efektywnoscia szezepionek produkowanych w tym
celu w NRD. Biopreparaty stosowano zgodnie z zalecanymi
w obu krajach programami zwalczania wspomnianej cho-
roby, co stworzylo podstawy do oceny proponowanych pro-
gramow.

Material i metody

Biopreparaty. Rhinovac (Biowet — Pulawy) — Za-
wiesina krajowych wysoce immunogennych szezepow Bbr.
zawierajaca w jednej dawce—2 ml—G6 X 1010 komorek
bakteryinyeh; szezepionka ta jest inakiywowana formaling
(0.3%0) 1 konserwowana mertiolatern. EP-Vac Pasteurella
(Dessau — NRD) — szezepionka inaktywowana, zawierajaca
hodowle dwu szczepdow Pm — typ A i D — adsorbowane
na Al(OH),. EP-Vac Bordetella (Dessau — NRD) — szcze-
pionka inaktywowana, sporzadzona W oparciu o hodowle
trzech toksynotworczych szczepdw Bbr. Jako inaktywatora
przy produkeji obu wymienionych wyzej szezepionek uzyto
formaliny. Rhinosepsin (Biowet — Gorzow Wlkp.) — wyso-
kowartoiciowa surowica woldw, uodpornianych hodowlami
krajowych immunogennych DNT szezepow Bbr i Pm, za-
wierajaca 0,5% fenolu.

Charakterystyka gospodarstwa, Ww kio-
rym wykonano prace. Badania dotvezace wartoscl
ochronnej proponowanych w kraju oraz w NRD (2, 8, 9)
metod zwalczania zzzn przeprowadzono w fermie wielko-
towarowej, w kiérej stado podstawowe Swin skladalo sie
2 1050 samic i 60 knuréw. W momencie rozpoczgcia badan
okolo 5% odchowywanych w fermie §win wykazywalo obja-
wy kliniczne zzzn, a W wymazach z nosa 30 losowo wy-
branych 3-miesiecznych warchlakow w 60%0 przypadkow
izolowano Bbr, a w 70% Pm. Prawie 20% szczepdw obu
wymienionych rodzajéw drobnoustrojéw cechowato sie zdol-
noteiami wytwarzania DNT. Wszystkie zwierzeta doswiad-
czalne przebywaly w podobnych warunkach srodowisko-
wych oraz zywione byly taka samg pasza.

Zwierzeta Do badan szczegélowych uiyto 80 loch
prosnych rasy whbp, podzielonych na cztery rowne grupy
(gr. I, 11, 111, IV) oraz po 50 wybranych losowo prosiat uro-
dzonych przez samice z poszczegolnych grup.

Badania balkteriologiczne, ktérych celem bylo ustalenie
stopnnia zakazenia jam nosowych warchlakow drobnoustro-
jami 2z gatunku Bbr i Pm przeprowadzono zgodnie z me-
todvka podang w pracy Pejsaka i wsp. (8).



