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BEATA MIZAK, MARTA CHROBOCINSKA, JERZY GORSKI

Nieszkodliwosé¢ i skutecznosé jednoczesnego szczepienia krélikéw
przeciwko pomorowi i myksomatozie

Pracownia Immunoprofilaktyki Instytutu Weterynarii, Al. Partyzani6éw 57, 24-100 Pulawy

Summary

Safety and efficacy of simultaneous vaccination of rabbits
against haemorrhagic pneumonia (pest e¢f rabbits) and
myxomatosis

Ten rabbits were simultaneously vaccinated against in-
fectious haemorrhagic pneumonia (pest of rabbits) and
myxomatesis using Cunivac and Myxovac M, respectively.
Six rabbits were vaccinated using one of the examined
vaccines. Vaccinated animals were normal during 21—24
days of observation and they were resistant to challenge
with one or simultaneously two infective viruses. Out of
4 control rabbits infected with virus of haemorrhagic
pneumonia 3 died, in two infected with myxomatosis virus
developed generalized nodular form of the disease. A similar
dynamics of an increase of the level of antibodies measured
in the HI test was noted both in rabbits vaccinated against
two diseases and against the pest of rabbits. Viral antigen
was found in internal organs of a control rabbits challenged
with the wirus of pest of rabbits using the HA, immunofluo-
rescence and immunoperoxidase tfesfs. Virus was neot
detected in internal organs of vaccinated and challenged
animals,

Sposréd chorob wirusowych najpowazniejsze zagro-
zenie dla poglowia krolikéw, takze w Polsce, stanowig:
pomér (wirusowa krwiotoczna bronchopneumonia, viral
haemorrhagic disease, VHD) i myksomatoza (1, 4, 6,
7, 10). Dla ograniczenia strat stosuje sie opracowane
w Instytucie Weterynarii monowalentne szczepionki
przeciwko pomorowi (Cunivac) i myksomatozie (Myxo-
vac M). Specyfika chowu krélikéw 1 stale zagrozenie
epizootyczne jedng lub jednocze$nie obydwoma jed-
nostkami chorobowymi, stwarzajg dla praktykujgcego
lekarza i hodowey trudny do rozstrzygniecia problem
kelejnoSei  stosowania szezepionek monowalentnych.
Jednoczesne szezepienie eliminuje ponadto potrzebe
dwukrotnego chwytania zwierzat i dodatkowego ich
niepokojenia oraz zmniejsza koszt zabiegow. W zwiaz-
ku z powyzszym uznano za w pelni uzasadnione spraw-
dzenie nieszkodliwo$ci i skutecznosci jednoczesnie sto-
sowanych szczepionek monowalentnych przeciwko po-
morowi i myksomatozie krolikow.

Material i metody

Kroliki. Do badan uZyto zwierzat o masie ciala od
2,20—3,40 kg, nie szczepionych, z hodowli wolnej od VHD
i myksomatozy kroélikow.

Szczepionki. Szczepionka przeciwko pomorowi kro-
likow zawierata inaktywowany formaling szczep SGM, z do-
datkiem zelu wodorotlenku glinu (5). Szczepionka przeciw-
ko myksomatozie zawierala liofilizowany szczep MAV
o mianie 1050 TCIDj, (2, 11). Szczepionki stosowano pod-
skoérnie, w oddzielnych iniekcjach. W dniu szczepienia oraz
co 3—7 dni w okresie obserwacji pobierano krew do ba-
dania serologicznego i sprawdzano mase ciala oraz codzien-
nie mierzono cieplote wewnetrzng. Wszystkie kroéliki szcze-
pione oraz kontrolne do czasu zakazenia przebywaly w
jednym pomieszeczeniu.

Zakazenie kontrolne. TUzyto szczepu KGM wi-
rusa pomoru (4), o mianie HA = 5120 oraz szczepu ZA wi-
rusa myksomatozy (3), o mianie 10862 IDj, (0znaczonym w
tescie zakazenia $rodskérnego). Wirus pomoru wprowadza-
no domig$niowo w objetosci 1 ml, a wirus myksomatozy
podskérnie w ilosei 1 ml i 4—5 kropel dospojéwkowo. Do-

Swiadczenie prowadzono w 2 oddzialnych pomieszezeniach:
w jednym przebywaly kroliki zakazone jednoczeénie wiru-
saml pomoru i myksomatozy oraz tylko wirusem pomoru,
a w drugim zwierzeta zakazone iylko wirusem myvksoma-
tozy i1 kontrolne, nie zakazone.

Badanie sekcyjne i pobieranie materia-
tu. Wszystkie kroliki padie lub uspione badano sekcyijnie.
W czasie sekcji pobierano wycinki watroby, sledziony, ptuc
i nerek w celu przygotowania homogenizatu do badania
odczynem hemaglutynacji (HA) w kierunku stwierdzenia
zakazenia wirusem pomoru. Odczyn HA wykonywano w
sposdéb uprzednio opisany (12). Réwniez w czasie sekeji
przygotowywano na szkieltkach podstawowych preparaty
mazane lub odciskowe z narzadéw wewnetrznych.

Badanie metoda bezposrednie] immunofluorescencji (IF)
wykonano w sposoéb podany przez Kubice (8), a odezynem
immunoperoksydazowym (IP) wedlug =zalecen Kurstaka
i wsp. (9). Koniugat IF stanowila znakowana FITC suro-
wica odpornosciowa krolika przeciwko pomorowi (Koniu-
gat k dg. moru kraliku s. V-010989), a w odczynie IP uzy-
wano mysich przeciwciat monoklonalnych, przeciwko wi-
rusowi pomoru (MADBRHDV) i znakowanych peroksydazs
immunoglobuliny kozy, przeciwko immunoglobulinom my-
szv (EIA — GAM s. V-020989) produkcji Bioveta Ivanovice.

Badanie serologiczne. Dynamike narastania prze-
ciwciat VHD oznaczano odczynem zahamowania hemaglu-
tynacji (HI). Uzywano 4 j. HA szczepu KGM o mianie
5120 (4) oraz erytrocytow czlowieka. Ogrzane w 56°C, przez
3Q min., surowice rozcieficzano PBS 1:5, a nastepnie przy-
gotowywano 2-krotnie wzrastajace rozcienczenie (do 1:640).
Wigzanie antygenu z przeciwcialtami prowadzono przez
67 min. w temperaturze pokoiowej, dodawano 0,75% krwin-
ki i wyniki oceniano po 6—18 godzinach.

Wyniki i omdéwienie

Obserwacje 10 krélikoéw jednocze$nie szczepionych
Cunivac i Myxovac M wskazywaly, ze zwierzeta znio-
sty zahieg tak samo dobrze jak po zastosowaniu szcze-
pionek monowalentnych. Szczepienie 2 preparatami nie
spowodowalo zwiekszenia reakcji lokalnych oraz nie
wplynelo na ogélny stan zdrowia, apetyt i przyrosty
masy ciala, ktoére ksztaltowaly sie podobnie w grupach
do$wiadczalnych I—III, jak i kontrolnych lub szczepio-
nych wylgcznie szczepionkg Cunivac lub Myxovac M
(tab. 1). Codzienne pomiary cieploty wewnetrznej wy-
kazaly, ze utrzymywala sie ona w granicach od 38,3°C
do 39,5°C. Jedynym wyjatkiem byt krolik z IIT grupy
zwierzat szczepionych jednocze$nie obydwoma szecze-
pionkami, u ktorego w 7 i 8 dniu obserwacji wystapit
wzrost cieploty do 41,0°C i 40,0°C.

Jak wynika z danych tab. 1 jednoczesne zakaZenie
kontrolne zjadliwymi wirusami pomoru i myksomatozy
przezyto 6 krolikow szczepionych réwnoczeénie Cuni-
vac i Myxovac M. Odpornoéé wykazywaly takze kroli-
ki szczepione przeciwko pomorowi lub myksomatozie,
ale zakazone tylko 1 z tych 2 wiruséw. Natomiast z 4
kroliké6w nie szczepionych przeciwko VHD, 3 padty
przed uplywem 48 godzin, a 1 u$piono. U zwierzat pa-
dlych obserwowano charakterystyczne, rozwiniete zmia-
ny w narzgdach wewnetrznych, odpowiadajace uprzed-
nio opisanym (4, 6). U krélika uspionego zmiany byly
malo charakterystyczne. Spo$réd zwierzat szezepionych
i zakazonych wirusem pomoru po 3 i 8 dniach zgladzo-
no po 1 kroéliku; pozostale uspiono po 18 dniach od za-
kazenia. Jakichkolwiek objawéw klinicznych i anato-
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Tab. 1. Wystepowanie odpornosci na zakazenie kontrolne
wirusem pomoru Kkrolikow i/lub wirusem myksomatozy po
20—21 dniach po zastosowaniu szeczepionek Myxovac M
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Ryc. 1. Dynamika naraslania przeciwcial hamujgeyceh he-
maglutynacje (HI) u krolikéw szczepionych przeciwko
pomorowi i/lub myksomatozie

Tab. 2. Wykrywanie wirusa pomoru krélikéw w narzadach
wewnetrzinych zwierzat dofwiadczalnie zakazonych, odczy-
nami hemaglutynacji (HA), immunofluorescencji (IF') i im-
munoperocksydazowym (IP)

Sposobh :
Ch .. | Mia-| przygoto- | Wynik
harakterystyka Rodza] ek : badania
materiatu narzadu | no: | 'wana pLe- | qezynu
HA | paratu do a D
I | barwienia | -

Krolik zakazony | ‘ n +
doswiadczalnie, watroba 1280 r?jzﬁl_piz + +
padt po 36 go- ‘ | odels i
dzinach z obja- ——
wami silnej dusz- ‘ i o :
noéci, podezas sledzio- | |9, . TOZMAZ R
sekeji obserwo- | na | | odeisk 1 — +
wano charakte- | | S —
rystyczne krwio-
toczne zapalenie rozmaz + +
pluc, obrzek, IZVIEE) (L odcisk i -+ +
przekrwienie | |
i zwyrodnienie L— 1 I 1 N B
watroby, oraz \ rozmaz I _ -
obrzek sledziony | nerka 1280 odeisk ‘ o+ 4+
i nerek ‘ )

Kroélik zakazony roZmaz - fL— -
doéwiadezalnie, ! Wat“’bas 401 bdcisk ‘ =
uspiony po 48 = 2 = g o
godzinach, pod- sledzio- <10 | rozmaz | — —
czas sekeji na | odcisk |+ /— —

obserwowano == SRS = .
nieliczne punk-

cikowate wybro- ‘ pluca <1
czyny piuc i nie- | - — - .
znaczny obrzek | rozmaz
watroby | mer ka | < 10 Bl ies

|
rozmaz |+ /—
odeisk | +/— +/—

Objasnienia: + wynik dodatni,
watpliwy.

— wynik ujemny, -+/— wynik

mopatologicznych wskazujacych na VHD nie zaobser-
wowano. Zakazenie doswiadczalne zjadliwym wirusem
myksomatozy wykazalo, ze odporne byly kroliki szcze-
pione (2 jednoczeénie przeciwko pomorowi i myksoma-
tozie i 3 tylko przeciwko myksomatozie). Natomiast
u 2 krolikéw kontrolnych wystapila uogdlniona iorma
guzowata. Kroliki kontrolne nie szezepione i nie zaka-
zone pozostaly zdrowe przez 18-dniowy okres obser-
wacjl,

Poza zakazeniem do$wiadczalnym efekt immunogen-
ny szezepionki przeciwko VHD oceniano na podstawie
dynamiki narastania przeciwcial. Z rye. 1 wynika, ze
okazala sie ona podobna u krolikéw szezepionych jed-
nocrzesnic przeciwko pomorowi i myksomatozie (gr. I,
11, IIi) z obserwowana u krolikow szczepionych tylko
przeciwko pomorowi (gr. IV). Ponadto ujawnil sig¢ wy-
razny cfokt stymulujacy zakazenia doswiadezalnego
(gr. 1 i IT}. Natomiast u krolikéw szczepionych wylacz-
nie przeciwko myksomatozie i u kontrolnych nie stwier-
dzono wzrostu miana przeciwciat przeciwko VHD.
Omawiaiac rve. 1 wyjasnia sie dodatkowo, ze miano
1T w daniu szezepienia wahato sie od 5 do 80, a potem
wzrastalo. Stad tez wartos¢ miana w dnin szezepienia
przyjeto jako 1, a kolejne liczby odpowiadaja rozcien-
czeniom, w ktorych stwierdzono wynik dodatni. Np.
jezeli miano w dniu szczepienia wynosito 40, po 3 dniach
40, po 7 dniach 80, po 17 dniach 160, a po 21 dniach
320, to odpowiednie liczby wynosza 1, 1, 2, 3 1 4. Umoz-
liwilo to, jak sic wydaje, bhardziej czytclne przedsta-
wicnic wynikow. Nalezy zaznaczyé, Ze cieplostale in-
hibitory hemaglutynacji wirusa pomoru w surowicach
krélikéw wystepuja stosunkowo czesto, a ich usunigcie
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nastrecza powazne trudnosci. Natomiast w dotad pro-
wadzonych badaniach nie wykazano jednoznacznie ich
wplywu na wystepowanie odpornosci na zakazenie
doswiadczalne oraz na dynamike wzrostu miana prze-
ciwcial HI po zastosowaniu szczepionki.

W celu dodatkowej oceny odpornosci poszczepiennej
podjeto poszukiwanie obecnosci wirwsa (antygenu) po-
moru krolikow w narzadach wewnetrznych, W homo-
genizacie oraz w praparatach odeiskowych i mazanych,
sporzgdzonych z watroby, $ledziony, pluc i nerek kro-
likow jednoczednie szezepionych Cunivac i Myxovac
M, a nastepnie zakazonych wirusem pomoru, metodami
HA, IF i IP nie wykazano obecnoscei antygenu wiruso-
wego. Badaniom poddano 1 krélika uspionego 3 dnia
po zakazeniu, 1 uspionego 7 dnia i 2 sekcjonowane po
18 dniach obserwacji. Wyniki badania 2 krélikéw kon-
trolnych przedstawiono w tab. 2. Z tabeli wynika, zc
wysokie miano HA (640—1280) wystgpilo tylko w ho-
mogenizatach sporzadzonych z narzadéw krélika pa-
dlego po 36 godzinach po zakazeniu, wérdod charakte-
rystycznych objawow klinicznych i anatomopatologicz-
nych VHD. Natomiast u krélika, ktérego uspiono po
48 godzinach, a niewielkie zmiany obserwowano jedy-
nie w watrobie i plucach, dodatni odezyn HA wystapit
jedynie z homogenizatem ptuc (miano 40). Z tab. 2 wy-
nika ponadto, ze odczyn HA okazal sie bardziej nieza-
wodnym niz testy IF i IP. Szezegolnie niekorzystnym
bylo wystepowanie wynikéw watpliwych

Reasumujac wyniki mozna stwierdzi¢, ze jednoczesne
zastosowanie krajowych szczepionek przeciwko pomo-
rowi {Cunivac) i myksomatozie (Myxovac M) powoduje
zwigkszenia reakecji w miejscu iniekeji oraz zaburzen
w ogoélnym stanie zdrowia. Uzyskiwana odpornosé po-
szczepicnna moze byé uznana jako co najmniej réwno-
rzedna z wystepujaca po stosowaniu szczepionck mo-
nowalentnych. Uzyskane wyniki umozliwily podjecie
jednoczesnego stosowania szczepionck w szerokich do-
Swiadezeniach terenowych.

Piésmiennictwo

1. Gérski J., Mizak B.: Zvele wet. 50, 148, 1985.

2. Gdrski J, Mizak B.. Medycyna Wet, 41, 113, 1985.

3. Gorski J., Mizak B., Mizak Z.: Medycyna Wet, 41, 282, 1985.

4. Gérski J., Mizak B., Mizak Z., Komorowski A.:. Zycie wet. 43,
266, 1688,

5. Gérski J., Mizik B, Kesy A., Fitzner A, L£oj H.: Medycyna

Wet. 45. 519, 1389

6. Gorski J, Kesy A, Fitzner A,
Imw. 37, 14, 1989.

7. Goérski J.,, Mizak B., Kgsy A, Fitzner A.: Hod. Drob. Inw. 38,
17, 1990.

8. Kubica J. F.: Immunofluorescencja. PZWIL, Warszawa 1967.

o, Xurstek E., Tijssen P., Kurstak C.: Immunoperoxidase tech-
nique in diagnostic virology and research: principles and appli-
calions. W: Comparative diagnosis of viral diseases. t. 11, Aca-
demic Press, New York 1977.

19. Lis H., Grudzinski J.: Zycie wet. 50, 152 1985,

11. Mizak B.: Wiadciwoéel wybranych szezepd4w wiruséw fibroma-
tozy 1 myksomatozy, ze szczegdlnym uwzglednieniem przydat-
nofcl do produkeji szczepionki. Fraca dokt. Instytut Wetery-
naril. Putawv 1287

12. Mizak B, Gérski J., Kozaczynski W.. Bull. vet, Inst. Pulawy,
w druku.

£46j) H.,, Mizak B.: Hod. Drob.

Adres autora: prof. dr hab. Jerzy GoOrski, ul. Ko$ciuszki 19/8,
24-163 Putawy

LEONARD STRZALKOWSKI, ANTONI KOPCZEWSKI

Przezywalno$¢ w ziemi i w wodzie pateczek rodzaju Salmonella
izolowanych od liséw

Zaklad Higieny Weterynaryjnej, ul. Kaprow 10, 80-316 Gcansk-Oliwa

Summary

Survival of Salmeonelia sp. isslated from foxes in the scil
and water

The examinations were performed in 1988—1990. The
purpose of the work was to investigate the survival of
Salmenella in the soil and water. Salmonellae originated
from dead or killed foxes and swabs taken from the vagina
or anus. The isolated strains were classified as S. chele-
raesuis, S. dublin, S, enteritidis and S. typhimurium.
Seedings were done on solid media, i.e. basic agar medium,
the BGA, Ende, McConkey’s and Slavin’s media and liguid
media, i.e. MK ard SF. An average pericd of survival in
the scil of individual serotypes was: S. choleraesuis -—
257 days, S. dublin — 381 days, 8. enteritidis — 451 days
and 8. typhimurinm — 321 days. An average survival period
in water was: 8. choleraesuis — 18 days, S. dublin — 14
days, 8. enteritidis — 25 days and 8. typhimurium —
22 days.

Salmonelozy z punktu widzenia epidemiologii i epi-
zootiologii sy klasycznymi zoonozami (1, 4, 7, 10, 12, 16,
17, 20, 22). Liczne publikacje dotyczgce przezywalnosei
salmoneli w glebie wskazuja, ze jest ona waznym og-
niwem w przekazywaniu zarazka w $rodowisku ze-
wnetrznym (2, 4, 15, 19). Zicmia uprawna oraz pastwiska
sa stale narazene na zanieczyszezenia wydalinami cho-
rych ludzi 1 zwierzat, Gleba moze odgrywaé prakiyez-
nie wieksza role w 1zkOw niz woda,

przeneoszeniu zal

gdyz kontakt zwicrzat z gleba jest zdecydowanie czes-
tszy niz ze zbiornikami wody. Prace Slavkova (cyt. 4)
wykazaly, zc niektére serotypy salmoneli mogg przezyé
w glebie od 120 do 150 dni, natomiast ich przezywal-
no$¢ uzalezniona byla od temperatury, pH oraz sktad-
nikéw odzyweczych znajdujacych sie w glebie. Wedlug
autorow amerykanskich salmonela w ziemi ogrodowej
przezywa okoto 8—9 miesiecy (14;.

Podoknie jak w ziemi, przezywalnosé paleczek Sal-
monelly w wodzie i $ciekach zalezy od wielu czynni-
kow, przy czym najwazniejszymi wydaja sie bye: dzia-
lanie promieni sionecznych, cbecno$é w srodowisku
balkteriofagéw i drobnoustrojéow antagonistycznych, z
ktorych najezesciej wymienia sie: E. coli i Pseudomonas
aeruginosa oraz pilerwotniaki i grzyby (4, 6, 13, 18).
Taylor (cyt. 16) podkresla, ze drobnoustroje te o wiele
wolniej obumierajg w czyste] wodzie niz w zanieczysz-
czoncj wodzie rzecznej. Najwiece] salmoneli izolowano
na pélnocy b. NRD i RFN wzdiuz rzek i na bagnistych
lagkach (4). Z wody rzecznej izolowano najczesciej S. typ-
hi, S. paratyphi, S. typhimurium i S. enteritidis (4, 16).
Badania Poppa (13) woéd rzeki Oker (RFN) wykazaly
wystgpowanie ponad 50 serotypédw rodzaju Salmonella
w prébkach wody, przy czym najczeSciej byla to:
S. oranienburg, S. mandoza, S. braenderup, S. virchow,
S. typhimurium. Epizootia i epidemia salmonclozy w
Szwecji spowodowana byla zakazeniem rzek, do kto-



