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Summary

Specific immunoprophylaxis against cattle ringworm
by means of inactivated combined vaccine

The main purpose c¢f the studies was to evaluate the
possibility to replace alive monovalent vaccines with a com-
bined one possessing a wide spectrum of activity. The
experiments were carried out on calves (16 animals) in two
periods, i.e. in autumn-winter season (group I and Ia) and
in spring-summer season (group II and IIa). The group
I was given the combined vaccine twice at intervals of
10 days intramuscularly, and group II apart from the vacci-
ne reccived levamisole 4 times, i.e. before vaccination and
at day 3, 10 and 17 after the first dose of the vaccine.

The combined vaccine contained an inactivated suspension
of the Trichophyton verrucosum and T. mentagrophytes var.
granulesum strains, prepared separatelly according to the
method described previously (61) and inactivated with
formaldehyde. It was found that the combined vaeccine elici-
ted a distinct immune response of cellular type. At week
4 after the first dose of the vaccine there was found in all
the animals except one a positive result of leukocyte migra-
tion inhibition (from 22% to 54%). The increased values of
the test lasted for the next two weeks. After 8 weeks they
decreaseda especially in the group of animals that had not
recelved levamisole. A delayed type of hypersensitivity
accompanied the positive reactions assessed by the cell
migration inhibition test. A drop of lymphoeytes producing
rosettes took place al day 3 after vaccination, however,
at day 10, particularly in the group treated with levamisole,
there was observed an increase of the percentage of T
Iymphocytes (p =< 0.001). With the both groups of calves the
vercentage of T lymphocytes forming E rosettes came back
to the state before vaccination at day 17. Fungicidal activity
of leukocytes, determined in the same periods of time
increased at day 3 following vaccination. However, at day
10 there was observed nct only a drop of fungicidal activity
but a growth stimulation of the fungus. After 4 weeks
fungicidal activity attained the level before vaccination.
The challenge trial performed at week 6 after the first dose
of the vaccine confirmed a distinct resistance of the animals
immunised (tab. 4). The calves treated with the combined
vaccine possessed a congenial immunity against the two
species of Trichophyton which had been used for experimen-
tal infection.

Trudnosci w zwalczaniu i zapobieganiu grzybicy skor-
nej zwierzat przy uzyciu $rodkéw chemicznych czy an-
tybiotykow sprawiaja, ze glowng uwage koncentruje sie
obecnie na opracowaniu swoistych immunopreparatéow.
Pierwsza gencracje tego typu szezepionek opracowanych
w latach sze$édziesigtych stanowily preparaty inaktywo-
wane (15, 17, 18, 29, 38), ktore jednak ze wzgledu na
niskg immunogenno$¢ nie” znalazly zastosowania prak-
tycznego. Lata poézniejsze przynicsty zdecydowany po-
step w te] dziedzinie dzieki opracowaniu nowej serii
szczepionek zawierajacych zywe, atenuowane szczepy
dermatofitow (33, 44, 48, 49, 59). Byly to preparaty mo-
nowalentne, odrebne dla poszczegdlnych gatunkow zwie-
rzat i skuteczne w przypadkach infekcji patogenem
homologicznym. W sytuacji, kiedy zw1erzeta ulegajg za-
kazeniu heterologicznym gatunkiem grzyka, szezepionki
monowalentne sg mato efektywne (58).

Wiadomo, Ze najezestszym czynnikiem etiologicznym
trychofitozy bydia jest Trichophyton wverrucosum (16,
22), znanc sa jednak przypadki, gdy schorzenie jest wy-
wolywane przez T. mentagrophytes (7, 27, 28, 30, 31, 40,
41, 45, 47, 52). Natomiast u lisow, u ktérych grzybica
jest przede wszystkim nastepstwem zakazenia T. men-
tagrophytes (1, 36, 49, 66), zdarzaja sie infekcje spowo-
dowane T. verrucosum (36, 49), a takze T. quinckeanum
1 M. canis (13). Sa rowniez doniesienia o infekejach mie-
szanych u zwierzat, gdzie role etiologiczng odgrywaja
dwa odrebne gatunki dermatofitéw (6, 41). Ponadto ogél-
na niedogodnoscig szczepionek zywych jest ich stosun-
kowo krotki termin wazno$ci (nieliofilizowane) oraz
niebezpieczenstwo zakazenia $rodowiska i personelu le-
karsko-zootechnicznego szezepem, ktéry moze ulec re-
wersji do postaci zjadliwej., W zwigzku z tym odzyla
ponownie idea opracowania szczoplonek inaktywowa-
nych (24, 35, 46, 60, 62, 63).

Obecne badania dotyczyly przygotowania inaktywo-
wanej szczepionki skojarzonej, zawierajgcej wyselekcjo-
nowane szezepy T. wverrucosum i T. mentagrophytes
(najczestsze czynniki trychofitozy zwierzat) i oceny jej
wladciwoscei immunogennych i ochronnych u cielgt prze-
trzymywanych w warunkach $cisle kontrolowanych. Do-
datkowo dla poprawienia stanu odpornosciowego zasto-
sowano u niektérych cielgt lewamizol — jako immuno-
regulator.

Zasadniczym celem pracy bylo okreflenie, czy inakty-
wowana szczepionka skojarzona, jako preparat o szero-
kim spektrum dzialania, moglaby zastapi¢ stosowane
dotad odrebne, zywe szczepionki monowalentne.

Material i metody

Grupy zwierzgt. Badania przeprowadzono w dwoch
terminach, tj. jesienno-zimowym (I, II, III) i wiosenno-let
nim (Ia, Ha, ITIa). Kazde badanie o\beJmowalo 8 zw1erzat
podzielonych na 3 grupy:

a) grupa I i Ia (po 3 sztuki) otrzymala dwukrotnie domles—
niowo szczepionke skojarzong;

b) grupa II i IIa (po 3 sztuki) otrzymata oprocz szezepionki
dodatkowo lewamizol jako immunoregulator;

¢) grupa IIT i IlTa (pe 2 sztuki) stanowila grupe kontrolng,
nie poddang zadnym zabiegom.

Preparaty. Szczeplonke skojarzong stanowila inakty-
wowana zawiesina szczepbw Trichophyton wverrucosum 43
craz Trichophyton mentagrophytes var. granulosum o ges-
toscl okoto 2—8 X 107 c.f.u/ml—1, Kazdg ze szczepionek mo-
nowalentnych przygotowywano oddzielnie wg metady opi-
sanej uprzednio (61) i inaktywowano formaling. Cwelv'ﬂm
podawano domiesniowo szczepionke skojarzong dwukrotnie
co 10 dni w dawce po 4—6 ml. Lewamizol (Nilwerm iniectio
Biowet — Gorzéw Wielkopolski) stesowano podskérnie w
dawce 1,0 do 1,5 ml na sztuke 4-krotnie, tj. przed szczepie-
niem oraz na 3, 10 i 17 dzien po pierwszej dawce szeze-
pionki.

Test hamowania migraciji. Technika wykona-
nia testu zostala podana uprzednio (61). Zrédlem uczulonych
komorek byla krew pobierana z 2Zyly jarzmowej cielat,
a Jako swoisty antygen sluzyla trychofityna (M,) uzyskana
ze szczepu 1. mentagrophytes 1, stozowana w stezeniu
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0,005 ml na 1 ml podloza Badania przeprowadzono po 4, 6
i 8 tygodniach od pierwszej dawki szczepiomki.

Test rozetowy E. Krew do badan pobierano po 0,
3, 10, 17, 27, 41 i 56 dniach po pierwsze] iniekeji .':Z.Léepi()ﬂ.l{i
Do 20 ml ht’pd‘.l\rﬂlzﬂ\,\d!l(,_] krwi (10 j ml—Y) dodawano 03 g
karbamylku Zelaza i inkubowano na trzgsawce w 37°C 'Jr.ze
45 minut. Nasiepnie krew mieszano z rowna objetoseig bu-
forowanego mztworu soli (PBS), nawarstwiang na E_,lcld ent
.Lymunhoprep” (Nycomed As, Oslo, Norway), stosujge 5 ml
saratu i wirowano w temperaturze pokojowej przez 35
ut przy 1100 g, Zbierano warstwe limfocvtow 1 uzyska-
ne komorki przeplukiwano dwukrotnie PBS wirujac kazdo-
razowo przez 15 minut przy 200 g. Osad komérek zawieszano
plyvnie odiywezym (plyn Eagle'a, 2% surowicy cielgee]
ywowanej, penicylina 100 j ml " streptomycyna 50 ug
1), ustalajac gestoscé okolo 10% kemorek ml—!. Do odezynu
osowano erytroeyty barana w zawiesinie o sktadzie: 0,1 ml
nrzemvtych 3-krotnie PBS krwinek barana, 2 ml roziworu
he (200 j ml=' PBS), 2,8 ml 24% roztworu Ficoll 400.
Za e limfoeytow bydleeych (50 ul) 1 erytrocytow bara-
na (30 ul) wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut
przy 430 g a nasteniie pnzm-tawial‘.-r) w tej temperaturze
przez noc. Z wym. malteriatu wykonywano preparaty i pod
mikroskapemn okreslano liezbe rozetek przypadajacg na ogol-
na liczhe 300 limfocytéw. Wyniki przedstawiano w procen-
tach.

Grzybobodjczosé leukocytdéw. Leukoeyty z krwi
obwodowej cielat uzyskiwano podobnie jak przy tescie ha-
mowania migracji; uzywano zawiesiny w plynie odzywezym
o gestosci okolo 2 107 ml 1. Akivwnodéé bojcza leukocytow
okreslano w stosunku do xarodml{ow szezepu Trichophyton
mentagrophytes var. granulosum (gesto$é okoto 2 X 10% ko-
moérek ml—l). Badanie przeprowadzono w szklanych pro-
howkach silikonowanych, do ktérych dodawano po 0,25 ml
zawiesiny leukocytow, zawiesiny zarodnikow, sw iezej su-
rowicy autologiczne] i plynu odzywezego. Rownocze$nie na-
stawiano kontrole surowicy (0,25 ml surowicy autologicznej,
.25 ml zawiesiny zarodnikow 1 .50 ml nl\m: odZzywezego);
kontrole leukocytow (0.25 ml zawiesiny leukoeytow. 0,25 ml
zawiesiny zarodnikow 1 0,50 ml plynu odzywezego) 1 kon-
trole wzrostu grzyba (0,25 ml zawiesiny zarod nikéw 1 0,75 ml
phnu odzywezego), Inkubacje prowadzono w laini wodne]

37°C przez 2 godmm a nastepnie celem destrukeji leuko-
L»iO\\ dodawano do probdwek po 0,25 ml 2.5% dezoksycho-
fanu sodu o pH 8.7. Z kolei wykonywano posiewy na stale
rodltoze Sabourauda (po 2 plytki na kazde rozeieniczenie),
Po 4 dniach inkubacii liczono kolonie grzyba na poszczesgol-
nych plytkach. Aktywnosé bédjeza leukocytéw wyrazona w
procentach obliczano wedtug wzoru:

srednia liczba kolonii w prébie badanej

L= irednia liczba kolonii w kontroli < U

Badania vrzeprowadzono w analogicznych terminach jak
przy tescie rozetkowym E.

Test skorny. Jako alergen stosowano filtrat 4-miesiecz-
nej hodowli szczepu T. mentagrophytes 1 na cukrowym
podlozu Sabourauda. Trychofityne podawano Srédskornie w
okolicy szyi w ilodci 0.4 ml, a wyniki oceniano vo 24 go-
dzinach. Réznice w grubosci fatdu skérnego powyzej 3 mm
traktowano jeko wynik dodatni.

Odczyn HA biernej. Do uczulania erytrocytéw ba-
ranich uzywano antygenu przygotowanego z grzybni 4 ty-
godniowej hodowli T. mentagrophytes 1. Przemyte mycelium
grzyba liofilizowano, a nasiepnie rozbijano w mikserze
(12 000 Tpm przez 30 minut), zawieszano w jalowej wodzie
destylowsnej i wirowano przy 3000 g przez 30 minut. TTzys-
kenym supernatantem oolaszczeno krwinki baranie. Odezyn
wykonvwano mikrometoda w plytkach plastykowych wpro-
wadzajac do poszczegdlnych basenikéw po 80 pl kolejnych
rozeienczen badanych surowic i 80 ul 1%e zawiesiny uczulo-
nych erytrocvtow. Wyniki odczytywano po 24-godzinnej in-
kubaciji w 37°C.

Proba challenge. Po 6 tygodniach od podania
pierwszej dawki szczepionki przeprowadzono doswiadczalne
zakazanie zwierzat szczepionych 1 kontrolnych zawiesing
zjadliwych szczepbéw T. verrucosum ,Z” i T. mentagrophytes
var, granulosum 58. Kazde zwierze inokulowano réwno-
czeénie dwoma roéznymi szczepami stosujgc o 4 rézne daw-
ki zakazajace grzyba. Obserwacje kliniczne prowadzono
przez 6 tygodni, a ze zmian chorobowych pobierano ma-
teriat do badan mikologicznych.
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Wyniki i omoéwienie

Badania miaty na celu rozszerzong oceng inaktywo-
wanej szczepionki skojarzonej przeciwko trychofitozie
oraz role lewamizolu jako immunomodulatora w po-
szczepienne] odpowiedzi immunologicznej. Badania wy-
konano na 2 zasadniczych grupach zwierzat (tab. 1),
z ktérych jedna (I i Ia) otrzymywala jedynie szczepion-
ke, a druga (II i Ila) szczepionke oraz lewamizol.

Odpowiedz immunologiczng typu komorkowego i hu-
moralnego badanych zwierzat ilustruje tab. 2. Stwier-
dzono, ze inaktywowana szczepionka skojarzona nie-
zaleznie od pory roku spowodowala wyrazng odpowiedz
typu komérkowego u wszystkich badanych cielat. Po
4 tygodniach po I dawce szczepionki (poza 1 sztuka)
odnotowano u zwierzat pozytywny wynik hamowania
migracji siegajacy od 22% do 54" Podwyzszone war-
tosci tego testu utrzymywaly sie przez nastepne dwa
tygodnie. Po 8 tygodniach ulegaly one obnizeniu,
zwlaszeza w grupie zwierzgt nie otrzymujacych immu-
nomodulatora. Pozytywnym reakcjom hamowania mi-
gracji komoérek towarzyszyla nadwrazliwo$¢ typu poz-
nego; wartosci testu skornego mierzone 4 i 6 tygodni po
szczepieniu wahaly sie od 2,9 do 9,6 zaleznie od zwie-
rzecia i czasu badania. Nie stwierdzono, aby lewamizol
wywieral wplyw na intensywno$é¢ reakcji alergicznej.

Dwukrotne podanie szczepionki nie indukowalo wy-
razniejszego wzrostu miana przeciwcial wykrywanych
odczynem HA biernej w okresie 2 miesiecy po podaniu
preparatu. Miana wahaty sie w granicach 20 do 160 w
zaleznosci od badanego zwierzecia. Dopiero po dawce
challenge (mimo slabo zaznaczonych zmian klinicznych
— tab. 53) u wiekszoSci zwierzat miana przeciwcial
wzrosty w 11 tygodniu obserwacji do wartosci 320—1280.

Kolejnym testem in vitro pozwalajacym na poérednig
ocene stanu odpornosci komérkowe]j byt test rozetowy E.
Wykazano, ze na 3 dzien po szczepieniu u wszystkich
cielat nastgpil statystycznie znamienny (p << 0,10) spa-
dek odsetka limfocytéw tworzacych rozetki. Po 10
dniach, szczegélnie w grupie zwierzat ktérym podawano
lewamizol, stwierdzono wzrost odsetka limfocytow T
(p < 0,001); u pozostalych zwierzat obserwowano nizsze
wartosci komorek tworzacych rozety. Po 17 dniach w
obu grupach cielgt procent limfocytéw tworzacych ro-
zety osiagnal stan wyjsciowy utrzymujacy sie na zblizo-
nym poziomie do konca obserwacji. W tych samych
przedziatach czasowych badano aktywnos¢ béjcza za-
wiesiny leukocytéw w surowicy autologicznej szczepio-
nych cielgt (tab. 3). Uzyskane dane wskazuja na wzrost,
w stosunku do stanu wyjsciowego, aktywnosci przeciw-
grzybowej w 3 dniu po podaniu szczepionki (p = 0,01).
Z kolei,"w 10 dniu obserwowano spadek dzialania grzy-
bobojczego, a w wielu przypadkach, zwlaszeza w grupie
zwierzat nie otrzymujacych lewamizolu, nastgpilo zja-
wisko pobudzenia wzrostu komorek grzyba. Po 4 ty-
godniach wartosci aktywnosci grzybobdjeczej osiggnely
poziom sprzed okresu szczepienia i taki poziom utrzy-
mywal sie z niewielkimi odchyleniami do konca badan.

Préba challenge przeprowadzona w 6 tygodniu po I
dawce szczepionki wykazala wyraznie zwiekszong nie-
wrazliwo$é immunizowanych zwierzat w poréwnaniu do
kontroli (tab. 4). Dawki zjadliwych szczepoéw T. verru-
cosum Z i T. mentagrophytes var. granulosum zawiera-
jace ok. 1000 DIM i nizsze nie powodowaly najczesScie]
u badanych zwierzat zmian klinicznych. Dopiero aplika-
cja wyzszej dawki grzyba przelamywala bariere ochron-
na. Niemniej jednak zmiany kliniczne byly wyraznie
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Tab. 1. Charakterystyka badanych grup zwierzat

Grupa Zwierze Wiek w tye. - oasvict —— Wiek w tyg. Data challe_nge
badana Nr w dr_nu_ s szezepionka o B Lewazmzol w dniu WarL_mkl
l szczepienia f challenge | $rodowiskowe
I 11 1 | 1 v |
48805 9 6 | s 15
I 55485 2 5 2 8
459 7 (51 5 13
408 4 6 5 15 1,0 1,3 1,3 10 7—8.12.1988
11 71641 5 (5] 5 1,5 1.0 1.3 1,3 11 9—11°C
71642 5 6 3 15 1.0 1,3 1,3 11 77—86%0
IIT 49984 — 8
kontrola 29103 — 11
71649 5 5 ) 11
Ia 45048 2 5 5 g
35551 2 5 3 8
75851 2 4 5 1.2 1,0 1.3 1,3 8 13—14.04.1989
1la 71650 3 5 5 1.5 1,0 1,3 1,3 ] 19—20°C
48807 3 5 5 1,5 1,0 1,3 1,3 9 89—91%
I1Ta 48810 —_ 8
kontrola 48812 — | 10

Tab. 2. OdpowiedZ immunologiczna cielat po podaniu inaktywowanej szczepionki skojarzonej przeciwko grzybicy skérnej

Grupa | Zwierze Test hamov%%nﬁiaﬁxogvf;g;aleukocytow Test alergiczny Odczyn HAH‘?;:;g;zJ (wysokosé
badana Nr _— = - —_— —
atyg. | etye. | stye. | atye | 6 tys 0tyg. | stye. | 11 tye
48805 30 35 ] 19 438 5,3 % 40 ** 160 320
I 55485 26 39 21 5.0 5,0 0 50 320
459 16 30 11 3,0 3,2 0 160 320
71649 54 36 18 9,2 9.6 0 40 40
Ia 45048 35 35 46 3,9 42 20 40 1280
35551 37 50 —20 5,8 6,5 20 40 1280
408 .22 41 28 42 7,5 40 160 1280
II 71641 23 30 27 3,0 3,2 40 160 1280
71642 32 38 24 2,9 3.7 80 160 320
75851 50 38 52 3,2 49 40 20 40
ITa 71650 29 33 41 5,2 8,3 20 40 640
48807 32 31 C27 6,0 7,4 20 80 320
kontrola 49984 1,5 1,2
111 29103 1,0 0,9
IIla 48810 2,2 1,9
48812 | 1,4 | 2,3

Objasnienia: * — roznica w grubosei faldu skérnego w mm, ** — miana przeciwcial przed iniekcja szczepionki.

slabiej wyrazone i szybciej ustepowaly niz u zwierzat
kontrolnych.

Badania mikologiczne wykazaly nizszy procent izola-
cji grzyba z materialu pobranego od zwierzat szczepio-
nych w poréwnaniu do kontrolnych, potwierdzajgc tym
samym zwigkszona odpornosé zwierzat immunizowa-
nych. Zwierzeta ktérym podano szczepionke skojarzona
cechowaty sie zblizonym stopniem niewrazliwo$ci na
obydwa szczepy uzyte do do$wiadczalnego zakazenia.

Domiesniowe podanie inaktywowanej szczepionki, za-
wierajgcej antygeny T. verrucosum i T. mentagrophy-
tes, stanowilo wystarczajgecy bodziec do stymulacji od-
powiedzi immunologicznej typu komoérkowego, mierzo-
nej testem hamowania migracji, testem rozetowym
i testem skornym. Mozna przyjaé, ze w pierwszym eta-
pie wprowadzanie obcych antygendéw grzybowych spo-
wodowalo zaangazowanie sie leukocytow w miejscu
iniekeji szczepionki. Niewykluczone, ze pewng role mo-
glo mieé¢ tu chemotaktyczne oddzialywanie preparatéw
grzybowych natury enzymatycznej (11, 12) uwalnianych
podczas dezintegracji grzyba i powodujacych wigczenie
sie limfocytow tworzacych rozety w proces rozpoznawa-
nia antygenu. Stad 3 dni po podaniu szczepionki, ob-
serwuje sie spadek we krwi obwodowej badanych cie-
lat (w pordéwnaniu z grupag kontrolng) liczby limfocy-
tow T. Podobne, przejSciowe obnizenie liczby limfocy-

Tab. 3. Poziom limfocytéw T we krwi obwodowej oraz

aktywno$é grzybobdjcza leukocytéow cielat poddanych immu-

nizacji inakiywowang szczepionksa skojarzong przeciwko
grzybicy bydia

o % limfocytow Stopien inakty-
Dzien Grupa tworzacych  |wacji (pobudzenia)
badania | zwierzat rozetki E komoérek grzyba
| (x5 %) (x; £5)
0 I I 32,97 3,21 30,3 YN
IT 39,12 2,10 63,7 12,0
3 I 22,62 4,47 75,3 10,5
II 22,60 4,29 78,3 10,1
10 I 18,05 2,00 —198,3 233,3
IT 35,37 3,28 8,2 1042
17 I 35,25 4,26 0,2 48,8
11 35,63 5,66 43,7 8,3
27 I 32,18 542 575 19,8
1T 39,66 7,19 60,8 14,6
Objasnienia: x — $rednia arytmetyczna, I — grupa zwierzat uod-

pornionych szczepionkg (6 sztuk), II — grupa zwierzgt uodpornionych
szezeplonka i otrzymujgeych dodatkowo lewamizol (6 sztuk).

téw T stwierdzono we wezesnym stadium niektérych
choréb wywolywanych przez bakterie i wirusy (37).
Obnizenie natomiast liczby komoérek T tworzgcych ro-
zety obserwowano u bydla z enzootyczna biataczksy (56)
oraz ludzi w przypadkach chronicznych dermatomikoz
(3, 4), ciezkich systematomikoz (50) lub ziarnicy ztosli-
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Tab. 4. Wyniki do$wiadczalnego zakazenia cielgt poddanych immunizacji

ciwko grzybicy skornej

17

inaktywowang szczepionkg skojarzong prze-

Badanie
Badanie kliniczne mikologiczne
. Dawka zakazajgca (hodowla)
Grupa Zwierze A £
; pozytywn.
radana Nr TvZ Tm vgr hodowli
I I IIT v I int 111 v T
2 3 5 2 35 235223+5l 2 3 5 2 3523252335 TvZ'vgrl
48805 | — (H)* — — — —— —— — — — +) + — — ——— —— 10 | 10
I 55485 | — () — — — — ———— — — GF) T = = == == 10 10
459 | — () — — — - — +) + - - + - —— 20 20
71649 () — - = - = — — — — == = s e e 10 20
Ia 45048 | — () — — — ——— — — — — +) + = - ——— ——— — — 10 10
35551 (+) + — +t t ————— — — — 2t - - ——— = — — — — 20 20
408 (+y + + - - - — — e+t) + — — — == —— 10 20
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- — intensywno$¢ zmian klinicznych; 2, 3, 5 — wyniki po 2, 3, 5 tygodniach po zakazeniu (+)* — material badany mikologicznie.

wej (55). Nalezy je rozwaza¢ w kategoriach zwigzanych
, immunosupresja. W naszym jednak przypadku prepa-
rat nie wydaje sie wywieraé efektu immunosupresyjne-
50, jak to ma miejsce po zastosowaniu nicktérych szcze-
pionek atenuowanych. Obserwowany spadek limfocytow
T mial charakter krotkotrwaty, a sprawnosé bdjcza leu-
kocytow w tym czasie (3 dzien badania) byla nie tylko
zachowana, ale nawet podwyzszona. Swiadczy to, ze
pierwsza linia obrony odpornosci komoérkowej nieadap-
tacyjnej nie ulcgla zachwianiu. Podobna, nasilong ak-
tywnosé bojeza leukocytéw obserwowano u ludzi z in-
fekejg T. mentagrophytes (53), przy czym wydaje sig, ze
o fungicydnym dzialaniu decydowal czynnik, czy czyn-
niki, zawarte w homologicznych surowicach. W na-
szych badaniach nie odnotowano wiekszego wplywu su-
rowic na proces inaktywacji zarodnikéw grzyba, co
przemawialoby za pobudzeniem przez antygeny obecne
w preparacie raczej samych komorek (leukocytow).

Po 10—17 dniach od iniekcji szczepionki zaréwno
liczba limfocytéw T, jak i dzialanie boéjcze leukocytow
wykazujg tendencje powrotu do stanu z okresu przed
immunizacjg. Ten powrdt do homecstazy immunologicz-
nej jest szybszy o okolo 7 dni w grupie zwierzat otrzy-
mujacych lewamizol, co wskazywaloby na jego pozy-
tywne oddzialywanic immunoregulacyjne. Lewamizol
traktowany jest powszechnie jako modulator reakcji
immunologicznych (14). Powoduje on m.in. powrdt do
normalnego poziomu liczby i funkeji limfocytow T (34),
odnawia czeSciowo funkcje makrofagéw uszkodzonych
dziataniem wirusa (39), zmienia mobilnos$¢ limfocytow
i komoérek wielojgdrzastych (5), a takze zwieksza ak-
tywnos¢ fagocytarng neutrofiléw (19, 25, 43, 51). Lewa-
mizol wplywa réwniez korzystnie na swoista odpowiedz
immunologiczng typu komérkowego (61) i humoralnego
9, 57).

O swoistym pobudzeniu mechanizmu komoérkowego
przez inaktywowang szczepionke skojarzona s$wiadezg
pozytywne wyniki testu hamowania migracji komoérek
i odczynow alergicznych. Podobnego typu reakcje ob-
serwowano uprzednio u bydia po stosowaniu monowa-
lentnyech przeciwgrzybowych szczepionek zywych (67),
a takze inaktywowanych (62, 63). Alergie typu poznego

opisano tez u zwierzat z naturalng trychofitozg oraz
u ozdrowiencoéw (26, 65). Przcprowadzona préba challen-
ge wykazata wspolzaleznosé miedzy odpowiedzig typu
komérkowego szezepionych cielagt a ich odpornoscig
ogblna, potwierdzajac raz jeszcze poglad, ze gléwnym,
swoistym mechanizmem ochronnym przeciwko infekeji
dermatofitow jest odpornos¢ komérkowa (10, 21, 24). Od-
porno$é ta wyrazala sie znaczng niewrazliwosciag w sto-
sunku do obydwu zjadliwych szczepow uzytych w tescie
challenge, $wiadczac o odpowiednim doborze kompo-
nenté6w antygenowych do szczepionki. Niezaleznie bo-
wiem od wystepujgcych reakcji krzyzowych (44, 58, 64)
kazdy ze szczepow stymulowal swoista odpornosé cha-
rakterystyczng dla danego gatunku grzyba.

Badania serologiczne przeprowadzone przy zastosowa-
niu odezynu HA biernej wykazaty, zc domie$niowe po-
danie szezepionki inaktywowanej, jakkolwiek spowodo-
walo pewien wzrost miana przeciwcial w stosunku do
wartosci kontrolnych, to jednak ogoélnie miana te byly
bardzo niskie. Swiadezy to o nieznacznym pobudzeniu
ukladu odpornosci humoralnej i potwierdza wyniki in-
nych autoréw (8, 23, 24, 67). Mozna przypuszezaé, ze
wprowadzone domies$niowo antygeny szczepionki nie
stanowia wystarczajgco mocnego bodzca do stymulacji
mechanizméw odpowiedzialnych za produkcje przeciw-
cial. Wyrazne podwyzszenie poziomu przeciwcial na-
stapilo dopiero po proébie challenge, mimo, ze zmiany
kliniczne u nich byly na ogot stabo wyrazone. By¢ mo-
ze w tym przypadku kontakt obcego antygenu z komér-
kami inicjujacymi odpowiedZz humoralng byt przediuzo-
ny i ulatwiony. poprzez czeSciowe mechaniczne usunig-
cie zewnetrznych warstw naskorka przy wykonywaniu
préby challenge. Wyniki te koresponduja w pewnym
stopniu z pogladem, Zze dermatofity zakazajace silnie
skeratynizowane obszary ciala nie powodujg wytwarza-
nia przeciwcial, podezas gdy infekcje miejsc stabiej ske-
ratynizowanych prowadzg do odpowiedzi humoralnej
(2). Tworzenie przeciwcial, jako swoistej odpowiedzi na
infekcje dermatofitami, nie jest jednak ogoélnie akcep-
towane, a wyniki uzyskiwane przez réznych autoréw sa
bardzo rozbiezne, zalezne — jak sie wydaje — od miej-
sca, intensywnosci i charakteru zmian chorobowych (2,
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20, 42, 54), czasu trwania infekcji (23, 42), a takze meto-
dy badania (32, 54).

Reasumujgc nalezy stwierdzi¢, ze poprzez dobdér od-
powiednich szczepdw 1 zastosowanie wlasciwej techno-
logii produkeji uzyskano inaktywowang szczepionke
skojarzonag, ktéra indukowala u uodpornianych zwie-
rzat wyrazng odpowiedz immunologiczng typu komoérko-
wego 1 zabezpieczala je przed zakazeniem zjadliwymi
szczepami T. verrucosum i T. mentagrophytes.
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Summary

Occurrence of Aeromonas hydrophila strains in fish
in the region of the Olsztyn province and their
susceptibility to chemotherapeutics

The studies were carried out on 67 fish coming from six
breeding stations. It was found that the fish were a poten-
tial reservoir of A. hydrophila and therefore might be
a source ef infections and alimentary peoisonings in humans.
From the surface of fish there were isolated 17 strains of
A. hydrophila (25.3%), from the homogenates of internal
organs — 10 strains (14.9%) and from muscles — 2 strains
(2.9%s). All the examined strains were susceptible to strepto-
mycin, neomycin, gentamyecin, chloramphenicol and nalidixic
acid. They were resistant to penicillin, ampicillin and
tylosin. As to other antibiotics: 83%/» strains were susceptible
to oxytetracycline, 25%s to sulphonamides, 55% to trime-
thoprin plus sulphametozazol and 25%¢ to nitrofurantoin,

Analiza piSmiennictwa ostatniego dziesieciolecia do-
tyczaca potencjalnej chorobotworezosci gatunkow Aero-
monas hydrophila, Yersinia enterocolitica oraz Listeria
monocytogenes wykazuje ciggly wzrost znaczenia tych
drobnoustrojow w zakazeniach i zatruciach pokarmo-
wych u ludzi (1, 2, 3, 4, 6). Powszechne wystepowanie
bakterii w S$rodowisku wynika m.in. ze zdolno$ci do
przezywania oraz nammnazania sie ich w temp. 0—4°C (3).
Nicktérzy autorzy stwierdzaja, ze Aeromonas sp. z tego
powodu moglthy by¢ lepszym wskaznikiem zanieczyszcze-
nia zywno$el niz E. coli (11). W przypadku Aeromonas
hydrophila istotne jest nosicielstwo tego drobnoustroju
w $rodowisku wodnym przez ryby oraz ptaki wodne,
ktére wydaja sie by¢ naturalnym rezerwuarem tego ga-
tunku (5, 7).

W latach osiemdziesiagtych pojawilo sie szereg prac,



