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Summary

Immunogenic and protective properties of an attenuated
vaccine against listeriosis of pregnant sheep and their
offspring

The examinations were carried out on 20 sheep of which
12 animals were immunized in the second half of pregnan-
cy. 5 were infected and 3 served as controls. All the lambs
(17) coming from the sheep were infected with virulent
strains of L. monocytogenes (aged 8 weeks) to assess the
state of immunity acquired from mothers. For immuniza-
tion an attenuated vaccine prepared by the authors was
used. Sheep and lambs were examined clinically, immuno-
logically, bacteriologically and at necropsy. It was found
that vaceinations with the vaccine developed the immune
regponse of humoral and cellular type. The level of agglu-

tining in the immunized sheep was higher than that in
controls. An increase of phagocytosis of neutrophils expres-
sed in the tests of chemiluminescence and NBT pointed

to a high reactivity of neutrophils following wvaccination.
An increased index of blastic transformation of lympho-
cytes took place after two weeks sinee immunization until
the end of observations. Biological tests indicated that an
active immunization of sheep in the second half of preg-
nancy influenced the immunity of mothers and their
offspring.

Pierwszy etap wykonanych w 1987 r. badan obejmo-
wal wstepna ocene odpowiedzi immunologicznej typu
humoralnego (aglutynacja) i komérkowego (test NBT,
test Chl) u ciezarnych myszy uodpornionych przygoto-
wang we wlasnym zakresic zywa niezjadliwg szczepion-
ka przeciw listeriozie i nastepnie zakazonych pateczka-
mi Lasteria monocytogenes. Zaréwno w prébach biolo-
gicznych, jak i przyjetych testach immunologicznych
stwierdzono ochronne dziatanie szczepionki dla matek
oraz ich potomstwa (4). Celem pracy bylo zbadanie wtag-
ciwosci Immunogennych 1 dziatania ochronnego tej
szczepionki (3) dla owiec ciezarnych i ich potomstwa.

Material i metody

Do badan uzyto 20 owiec rasy merynos polski, w wieku
2—4 lat, klinicznie zdrowych i serclogicznie ujemnych, Zy-
wionyeh w lecie mieszankg CJ i zielonky, a w zimie mie-
szanka CJ, sianem i burzkami. Badaniu poddang 17 jagnigt
pochodzacych od wymienionyeh owiec.

Do uedporniania owiec zastosowano przygotowang we
wlasnym zakresie Zywa, hiezjadliwg szezepionke zlozong
z 2 serotypow listerii 1 1 4b o gestosei 109 komodrek w
I ml zawieszonych w plynie fizjologicznym o pH 7.6 za-
wierajacym £% glicerolu 1 2% sacharozy. Do zakazenia
uZyto zawiesiny zjadliwych szczepéw L. monecytogenes
serofyp 11 4D o gestosei 105 w 1 ml.

Owce podzieloao na trzy grupy. W grupie I uadporniono
jednorazowo 12 owiec w drugiej potowie cigzy sz¢zepionkg
po & ml podskornie. Grupa I1 skladala sie z 5 owiec nie
vodypornionyeh, ktore zakazono w drugiej polowie cigzy
zawiesing zjadliwych listerii serotyp 1 i 4b w ilosei 10 ml
podskérnie 1 1 ml dewargowo. Grupe kontrolnag stanowily
3 owce nie uodpornione i nie zakazone.

Zwierzeta poddano badaniom klinicznym i immunolo-

vy
R

*) Praca wykonana w ramach CPBP 05.08.2.2.3.

giczym przed uodpornieniem i zakazeniem oraz po uodpor-
nieniu i zakazeniu 1, 2, 4, 8, 12, 16 i 20 tygodnia.

Po wykotach pobierano od matek siare i mleko 1, 7, 14,
21 i 28 dnia do badan serologicznych. Serwatke uzyskiwa-
no przez stracenie kazeiny podpuszczky.

Spoéréd 17 jagnigt — 11 pochodzito od matek uodpor-
nionych, 3 od matek nie wodpornionych, a tylko zakazo-
nych i 3 — od matek nie uodpornionych i nie zakazonych.
Wezysikie jagnigta zakazono okolo 8 tyg. Zycia zawiesing
zjadliwych listerii w ilesei 1 ml podskérnie celem spraw-
dzenia ochronnego dzialania szezepionki dla potomstwa.
Jagnieta poddano badaniom klinicznym i immunologicz-
nym 1, 2, 3, 4 i 8 tyg. po urodzeniu oraz 2 i 4 tyg. po za-
kazeniu. Zwierzeta po zakonczonej obserwacji poddano ba-
daniom anatomopatologiczniym i bakteriologicznym.

Badania immunologiczne obejmowaly odczyn aglutynaciji
(OA) oraz testy: NBT, chemiluminescencji (Chl) i transfor-
macji blastycznej limfocytéow (Tbl).

Aglutynacje wykonano =z antygenem somatycznym O
1 rzgskowym H (1), test redukeji NBT przeprowadzono wg
Raman 1 Poland (5) w modyfikacji wtasnej (4). Metods che-
miluminescencji okreslono akiywnoese fagocytarna neutro-
fili stvmulowang opsonizowanymi czasteczkami zymosa-
nu A wg metodyeznych przeslansk Miiller-Peddinghausa
i wsp. (2) w modyfikacji wilasnej (4), Test transformacji
blastycznej limfocytéw krwi obwodowej owiec przepro-
wadzono w mikroplytkach. Ogoélna objetos¢ kazdeso dolka
wynosita 175 ul, z czego 125 pl stanowilo RPMI 1640, 25 ul
zawiesina limfocytow w RPMI 1640 o koncentacii 4 » 108
/1 ml, co odpowiada 105 limfocytow /dolek oraz 25 nl mito-
gent rozpuszczonego rowniez w RPMI 1640, Koncentracja
konkanowaliny A (Con A) wynosila 10 ug/dolek, a fito-
hemaszlutyniny (PHA) 7.5 peg/dolek. Test stymulacji limfo-
cytdw trwal 72 godziny. Na 6 godz. przed zekohczeniem
inkubacji dodawano do kazdego dotka mikroplytki 1 nCu
"H — tymidyny w 25 ul RPMI 1640, Ostatecznie komorki
zbierano przy wuzyciu harvestera (Fa Skairon) na bibute
filiracyjna (Skatron), po czym suszono i mierzono w licz-
nikn scyniylacyjnym promieni beta (Fa Packard). Indeks
stymulacji byt obliczany wg wzoru:

. s’re‘dnie_CPM proéby stymulowamej_
&S = srednie CPM préby kontrolnej

Wyniki i omowienie

Badaniem klinicznym po podaniu szezepionki stwier-
dzono jedynie u niektérych owiec wzrost temperatury
0 0,6°C. Owce nie uodpornione, a tylko zakazone choro-
waly w okresie 6—10 dni wséréd objawéw podwyzszo-
nej temperatury do 41°C, osowienia i braku apetytu.

Wykoty nastapily miedzy 3 a 8 tyg. po uodpornie-
niu lub zakazeniu. Sposréd 3 jagniat urodzonych od
owiec tylko zakazonych 1 padlo po urodzeniu, a 2 po-
zostale przy zyciu rozwijaly sie slabiej. Natomiast
wszystkich 11 jagniat urodzonych od owiec uodpornio-
nych i 3 od owiec konrolnych bylo dobrej kondycji
i rozwijaly sie prawidlowo. U wszystkich jagnigt po
zakazeniu  stwierdzono wzrost temperatury od 1 do
2°C przez 3—4 dni =z tym, zc jagnieta pochodzace
z grup kontrolnych wykazywaly ponadto osowienie,
brak apetytu i biegunke. Po 4 tyg. od zakazenia
2 Jjagnieta od owiec nie uodpornionych, a tylko zaka-
zonych padly. Badaniem sekeyjnym u tych jagniat
stwierdzono plyn w jamie brzusznej i drobne guzki w
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Tab. 1. Wyniki badan

immunologicznych owiec cigzarnych uodpornionych zywa niezjadliwg szczepionkg przeciw liste-

riozie (X)
| - - Tygodnie -
gvaligg Metody przed | po uodgornieniu 1_ub po zakazeniu
0 | 1 | 2 | 4 | 8 | a2 6 | 20
oa O I 10 133 ‘ 143 91 ' 63 ’ 80 | 80 58
. H 15 103 87 182 160 218 | 189 204
_ | NBT | 0,60 0,99 | 1,08 0,95 0,03 118 | 098 | 0,60
uodpor S— — = b= >
nionych | Chl | 108 | 400 | 580 | 385 | a3t ] 315 | 310 | 237
PHA 1,06 0,58 1,44 1,42 1,23 1,02 1,19 1,31
Thl ; ,
Con A 1,05 0,77 1,23 1,30 1,48 1,05 1.31 1,10
A O 0 136 208 176 | 44 I I 64 | 2
© H | 8 68 112 12| 84 80 56| 40
ko | NBT_ 1 o5 | oma | nos | ops | o7 | oes | 065 | 056
nych Chl | 195 | 33 | a6 | 331 | 23 218 | 190 | 210
Tp1 PHA 1 1,05 0,22 0,82 1,08 1,20 1,10 ‘ 1,03 ‘ 1,056
Con Al 6,93 10,86 09 | 112 | 105 | 1,03 0,95 0,90
1 ] 1
I oa O 0 20 | 13 13 20 13 7 |13
nie uod- H | 13 20 C20 13 | 0 | 0 g 20
pornio- S | W — —
nych NBT 0,58 0,58 060 0,51 0,54 0,56 0,50 0,61
| , ,
1 nie za~ |
kazo- | cnl || |28 | | e | 185 | 168 | 100
—— ————— - _I e em— —-
kon- - .
,(Ergﬁ iy PHA 1,01 0,95 1,06 | 1,02 098 | 0,86 0,92 ‘ 0.38
——— Con A 0,95 0,82 0,98 ‘ 1,00 0,88 0,75 ‘ 0,91 0,78

watrobie. Podobne zmiany wykazywano u jagniat po-
chodzacych od owiec nie uodpornionych i nie zakazo-
nych, ktore poddano ubojowi diagnostycznemu w
6 tyg. po zakazeniu. Z narzadow wewnetrznych tych
jagniat wyizolowano listerie. Natomiast u jagniat od
owiec uodpornionych poddanych tez ubojowi diagno-

stycznemu — sekcyjnie nie stwierdzono zmian w na-
rzadach wewnetrznych 1 nie wyizolowano listerii.
U owiec — matek poddanych ubojowi diagnostyczne-

mu nie wykazano widocznych makroskopowo zmian
sekcyjnych, a badanie bakteriologiczne w kierunku
listeriozy wypadio ujemnie.

Wyniki badan immunologicznych owiec przedstawia
tab. 1. Stwierdzono, ze do 2 tyg. po uodpornieniu mia-
na aglutynacyjne z antygenem O byly wyzsze niz
z antygenem H. Od 4 tyg. po uodpornieniu do konca
obserwacji miana przeciwcial anty H byly znacznie
wyzsze niz anty O. Natomiast u owiec zakazonych ta-
kiej zalezno$ci nie obserwowano.

Badajge aktywnosé fagocytarna mneutrofili  krwi
obwodowej w tescie Chl stwierdzono wydatny wzrost
zernoéei tych komoérek od 1 do 16 tyg. u owiec uod-
pornionych i od 1 do 4 tyg. u owiec zakazonych. Obra-
zujac to liczbowo aktywnosé fagocytarna neutrofili
byla u owiec uodpornionych 2-krotnie wyzsza jeszcze
w 8 tyg., natomiast u zakazonych w 2 tyg. w porow-
naniu z grupg owiec kontrolnych.

W teécie redukcji NBT obserwowano u owiec uod-
pornionych wzrost zernosci juz od 1 tyg. utrzymujacy
sie do 16 tyg. W grupie owiec zakazonych wyrazny
wzrost fagocytozy notowano do 2 tyg. i spadek od
4 tyg. po zakazeniu.

W tescie transformacji blastycznej limfocytéw krwi
obwodowej stwierdzono w 1 tyg. po uodpornieniu, jak
i zakazeniu spadek indeksu stymulacji, zwlaszcza przy
uzyciu fitohemaglutyniny (IS = 0,58 i 0,22). Natomiast
od 2 tyg. szczegélnie po uodpornieniu nastapit wzrost
indeksu stymulacji 1 to przy uzyciu obu mitogenow:
fitohemaglutyniny i konkanowaliny, utrzymujacy sie

Tab. 2. Srednie miana aglutynacyjne siary i mleka badanych

owiliec
e R R T
Grupa _ ni po porodzie
SRk Antvegen T
Qi | 1\ 7l 1) 21| 28
1 O | 86 | 72 | bt | 38 0
vodpornionyeh H | 152 | 176 | 100 —i{j___l 24
11 (@] 20 20 \ 0 u I
zakazonych s | H | 80 | 20 ] l_H__| :I_|_ 0
_ I | | - | |
e vodpormio- o | gg | a0 | ol 0| 0
. - - 98 1) ]
kazonych H | 4 : v " l
_(l_ion_tr_o_l_nych) i | |

w grupie I do konica obserwacji, a w grupie II do
12 tyg.

Srednie miana aglutynacyjne siary 1 mleka owiec
uodpornionych  przeciw listeriozie lub zakazonych
obrazuje tab. 2. U owiec uodpornionych zardéwno w
slarze, jak péznicj w mleku wykazano znacznie wyz-
szy poziom przeciwcial H niz O utrzymujaey sie do
konca obserwacji, tzn. do 28 dnia po porodzie. U owlec
zekazonych wyzszy poziom przeciweial H wykazano
tylko w siarze w 1 dniu po porodzie, podobnie jak u
zwierzat grupy kontrolnej.

Wyniki badan immunologicznych jagniat przedsta-
wia tab. 3. Jagnieta pochcdzace od matek uodpornio-
nych badane serclogicznie (OA) cd 1 do 8 tyg. po uro-
dzeniu wykazywaly wyzszy poziom mian O i H niz
jagnicta pochodzgee od matek nie ucdpornionych fzn.
zakazonych i kentrolnych. Po probie challenge obser-
woweno wzrost pozicmu przeciwcial O i H we wszyst-
kich 3 grupach jagnigt z tym, ze wyrazniej zaznaczo-
ny byl w grupie I. Wyzsze miana przeciweial H stwier-
dzono w calym okresie obgerwacji jedynie u jagniat
od matek uodpornionych.

U jagniat pocheodzgeych od owiec ucdpornionyeh, jak
i od owiec zakazonych obserwowano wzrost aktyw-
nosci fagoeytarnej w tescie Chl i tescle redukeji NBT
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Tab. 3. Wyniki badan immunologicznych jagniat (%)
! - Tygodnie
Sy Metody ‘ po_urodzeniu _ Po p. éheilenge
| 1 | 2 | 3 | 4 | 8 2 | 1
i @ ‘ 73 71 | 50 ‘ 40 | 57 } 7 ‘ 110
1 H 90 | 108 | 52 50 102 151
zakaigortlych, ) NBT | 0,80 | 0,88 | 0,72 | 0,83 | 060 | 1,18 | 0,94
w . Zycla = = 1
ol quigec ﬁod_ _Chl 563 | 403 | 363 | 404 | 349 | 568 | 418
pornionych) oy PHA | 117 | 1,20 | 1,24 | 117 | 125 | 1,11 1.34
8] I = == 1 =
Con A | 1,26 | 125 | 115 | 112 | 128 | 116 | 128
oa © 1 40 60 | 30 30 | 30 ‘ 80 { 60
s I; H 40 60 20 30 30 80 40
ZaKazZonyc - -
w8 tyg. Zycia NBT | om | o1 | om0 | o6 | 05 | 080 | o7
(Oddowiec nieh Chl L 465 [ 390 | ae5 | 215 | 212 | 452 | 312
O ornionycn, I B S -
a zapka;'zonygh) | Tp1  EHA ‘ 112 | 115 1,08 | 106 | 116 | 1,04 | 1,25
Con A 098 | 1,12 | 1,05 0,96 | 112 | 098 | 1.19
11T OA (0] ' 27 } 20 | 13 ‘ 20 20 I 66 I 80
zakazonych - 27 20 | T 27 20 40 53
<Wd8 tyg. zycia | NBT | 0,35 0.60 | .58 0,55 0.62 | 0,75 0,62
(¢} owilec 1lie e =3 =
uodpornionych | Chl | 185 198 | 158 172 | 185 | 412 | 318
i mle])zakazo— op PHA ' 1,02 0,98 | 089 | nae | 1,02 | 0,95 | 1,18
nyc ¢ e
Y Con A | 083 | 0,72 1.01 0,88 | 097 | 0,92 | 1,08

od 1 do 4 tyg. po urodzeniu w poréwnaniu z grupa
kon'rolna. Natomiast po probie challenge notowano we
wszystkich 3 grupach wyrazny wzrost tych wartosei.

W tescie transformacji blastycznej limfocytow krwi
obwodowe]j stwierdzono u jagniat po urodzeniu w gru-
pach I i 1l wyzszy indeks stymulacji niz w grupie kon-
trolnej. Po prokie challenge zaznaczyl sic we wszyst-
kich 3 grupach jagniat spadek indeksu stymulacji
w 2 tyg. po zakazeniu oraz ponowny wzrost tych war-
tosel w 4 tyg. z tym, ze najwyzsze notowano u jagnigt
od owiec uodpornionych.

W podsumowaniu meoezna stwierdzi¢, ze odpornoéé
immunologiczna typu humoralnego, jak i komérkowe-
go pojawia si¢ w 1 tyg. po uodpornieniu i zakazeniu.
Wyzsze wartosel i dluzszy czas utrzymywania sie tej
odpowiedzi obserwowano w grupie owiec uodpornio-
nych. Na uwage zastuguje fakt, ze w teécie transfor-
macji blastycznej nastepuje znaczny spadek indeksu
stymulacji w 1 tyg. po uodpornieniu, a zwlaszcza po
zekazeniu. Jagnieta pochodzgce od matek ucdpornio-

nych w drugiej polowie cigzy urodzily sie w przewi-
dzianym terminie, rozwijaly sie prawidlowo i zakazo-
ne zjadliwymi szezepami listerii w 8 tyg. zycia nie
chorowaly i nie padly. W probach biologeznych wy-
kazano wiec, ze szczepienie czynne owiec w drugiej
polowie cigzy mielo istotny wplyw na odpornosé ma-
tek 1 ich potemstwa.

Opracowana zywa niezjadliwa szczepionka przeciw
listeriozie cechuje sic dobrymi wtasciwoseiami immu-
nogennymi i moze byé przydatna do szczepien ochron-
nyca ciezarnych owiec.
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GILES C. I, GRIMSHAW W, T. R.,, SHANKE D. J., SMITH
D. G.: Skutecznosé danofloxacin w leczeniu ostrego bakte-
ryjnego zapalenia pluc u bydla miesnego w chowie wielko-
stadnym. (Efficacy of danofloxacin in the therapy of acute
bacterial pneumonia in haused beef cattle). Vet. Rec. 128
296—300, 1991 (13)

3

Ostre zapalenie pluc stanowi wazny problem zdrowotny
i ekonomiczny w hodowli eielgt. Choroba ma etiologie zlo-
zona bakteryjno-mykoplazmows, przy czym czynniki uspo-
sabiajgce oderywajgq bardzo waing role, Najwazniejsze zna-
czenie wsrod czynnikow zakaznych odgrywaja drobnoustroje
z rodzaju Pasteurella, kiore sg z reguly komensalami 2Or=
nych odeinkow drog oddechowych. W leezeniu ostrego za-
palenia pluc zastosowano lek z grupy fluorochinolonow —
danofloxacin. Preparat podany w iniekcji domiesniowej cie-
letom o masie okolo 250 kg w dawce 125 mg/keg dziennie
przez 3 do 5 kolejnych dni powodowal szybkie ustgpienie
gorgezki i poprawe stanu klinicznego, Nie notowano przy
tym nawrotow choroby,

G.

BATES P. G, GROVE3 B. A.: Niepowodzenie jednorazo-
wego leczenia Swierzbu (Psoroptes ovis) przy uiyciu iver-
mectin u owiec zarazonych sztucznie. (Failure of a single
treatmen! with ivermectin to control sheep scab (Psoroptes

ovis) artificially infested sheep). Vet. Rec. 128, 250--253,
1991 (11)
Ivermectin w sawce 200 pg/kg masy ciala zastosowany

Jednorazowo w iniekeji podskornej lub podany peroralnie
nie likwidowal zarazenia wywolanego u owiec przez Pso-
roptes ovis. Owcee zarazono sziucznie tym pasozviem. Lek
podany peraoralnie obnizal populacje pasozyta w ciagu
24 godz. o 453%, Jednakze przez dalsze 38 dni ohserwacji
nie stwierdzano obnizenia liczby pasozytow. Iniekcja pod-
skorna ivermectin spowodowata spadek populacji pasoiyta
o 90% w ciggu 10 dni. Niezaleznie od sposobu stosowania
leku w okresie 84 dni po leczeniu stwierdzano zywe $wierz-
bowce. Leczenie nie wplywalo na objawy kliniczne Swierz-
bu pomimo, Ze cze$¢ Swierzbowcedw padia.

G.



