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Summary

An attempt of preparing vaccine against campylo-
bacteriosis in sheep

The aim of the work was to prepare an inactivated vacci-
ne against ovine campylobacteriosis and evaluate its immu-
nogenic properties. For the vaccine production there was
used 4 strains of Campylobacter fetus subsp. fetus, sero-
type B, isolated from the fetus of an aborted sheep. The
prepared vaccine was first tested on laboratory animals
and later administered intramuscularly at a dose of 4 ml
(6.38 X 10" bacteria per 1 ml) to 61 sheep being in the
second month of pregnancy. The level of neutralizing anti-
bodies was tested 6 times.

It was found that vaccination elicited a high level of
specific antibodies whose titers were rising especially
between 4 and 6 weeks after vaccination. A high level of
antibodies persisted up to the end of pregnancy.

Kampylobakterioza owiec jest schorzeniem powoduja-
cym w hodowli tych zwierzat znaczne straty ekomno-
miczne w nastepstwie poronien, rodzenia martwych

ptodéw lub stabych, nie dajacych sie odchowaé jagniat
(6). W nastepstwie zachorowania czesto dochodzi do po-
wiklan poporonieniowych bgdZz poporodowych, przyno-
szacych straty wsrdd owiec dorostych. Objawy schorze-
nia sa na tyle nieswoiste, ze w praktyce choroba jest
nierozpoznawalna. Czynnikiem etiologicznym sg bak-
terie przynalezne glownie do podgatunku Campylobac-
ter fetus subsp. fetus (2, 6) oraz w mniejszym stopniu
do podgatunku Campylobacter jejuni (5). Notowane
przypadki kampylobakteriozy owiec, jak réwniez skut-
ki tej infekcji, wskazuja na potrzebe usprawnienia do-
tychezas stosowanych w praktyce metod w zakresie
profilaktyki i leczenia. Dane z piSmiennictwa wskazu-
ja, ze dobre efekty zapobiegawcze, szczegolnie w stadach
o duzym zageszezeniu zwierzat, uzyskuje sie w wyniku
pobudzania przeciwzakaznych sil! obronnych organizmu
na drodze szczepienia inaktywowana szezepionka (9, 13).
W warunkach krajowych pozytywne rezultaty po za-
stosowaniu szczepionki w chorobie metwikowej u by-
dta uzyskal Rostanowski i wsp. (7, 8).

Celem pracy bylo przygotowanie inaktywowanej szcze-
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pionki przeciw kampylobakteriozie owiec oraz ocena jej
wlasciwos$ei immunologicznych.

Materiat i metody

Do produkcji szczepionki uzyto 4 szczepdbw Campylo-
bacter fetus subsp. fetus, serotyp B, wyizolowanych z po-
ronionych plodéw owczych na terenie kraju. Jako kryte-
rium zaliczenia ich do okreslonego podgatunku przyjeto
zestaw cech biochemicznych wedlug Smiberta (10, 11).
Wszystkie szczepy charakteryzowaly sie zdolnoScia wy-
twarzania katalazy oraz siarkowodoru na podiozu zawie-
rajagcym cysteine. Nie wytwarzaly tego gazu na podiozu
tréjcukrowym z siarczanem zelazawym, a takze byly opor-
ne na dzialanie kwasu nalidyksynowego. Wykazywaly
zdolnoéé wzrostu na podlozu zawierajgeym 1% glicyny, nie
tolerujagc w pozywce 3,5% NaCl. Wyhodowane szczepy
Campylobacter fetus subsp. fetus posiadaly zdolno$¢ wzro-
stu na podtozu tioglikolanowym w temperaturze 25°C, na-
tomiast nie uzyskano ich wzrostu w temperaturze 42°C.
Serotyp wyizolowanych szczepéw okreslono w oparciu
o wyniki odczynu aglutynacji probéwkowej, zachodzacej
miedzy wzorcowymi surowicami anty-Campylobacter a
antygenami pelnokomoérkowymi, otrzymanymi z wyhodo-
wanych bakterii Campylobacter (12). Antygeny uzyskiwano
po 72-godzinnej inkubacji szczepdw na podlozu Brucella-
-bulion (Merck), w temperaturze 37°C, w warunkach mi-
kroaerofilnych (10% COQ,, 85%w N,, 5% O,). Namnozona ho-
dowle wirowano przy 4,5 tys. obrotow/minute przez 45 mi-
nut, a nastepnie przemywano 0,85%¢ roztworem NaCl. Czyn-
nos¢ przemywania i wirowania wykonywano dwukrotnie.
Otrzymany osad zawieszano w 0,4% roztworze formalde-
hydu, a po 12 godzinach odwirowano i dodano taka ilo$é
0,85%0 roztworu NaCl, aby uzyskaé 9—12 X 108 bakterii w
1 cm?® zawiesiny, co odpowiada gestosci antygenu 3—4
wedlug skali McFarlanda.

Metodg tg otrzymywano antygeny pelnokomodrkowe, sto-
sowane w dalszych badaniach -serologicznych.

Zidentyfikowane szczepy Campylobacter fetus subsp. fe-
tus posiewano na podloze jajowe wedlug Bartletta i inku-
bowano w temperaturze 37°C przez 72 godziny, w atmo-
sferze mikroaerofilnej. Uzyskane czyste hodowle wyjscio-
we posiewano na piynne podloze namnazajace o skiadzie:
Brucella-bulion 28,0, MgCl, X 6 H,O 1,0, FeSO; X 7H,0 0,05,
tioglikolan sodu 0,025, H,O destylowana 1000,0, a nastgpnie
inkubowano w warunkach niezbednych dla wzrostu bak-
terii z rodzaju Campylobacter. Po uzyskaniu pozytywnych
wynikow wzrostu i czystosci szczepu, w celu zabicia drobno-
ustrojow dodano 36% formaline w ilosci 8,4 ml/1 hodowli.
Po 24 godzinach zawiesine zabitych bakterii poddano
3-krotnemu przemywaniu i wirowaniu. Po ustaleniu kon-

Tab. 1. Poziom przeciwciatl anty-Campylobacter w surowicy zwierzat doswiadczalnych

Nr |—

centracji drobnoustrojow na 0,77 X 101! bakt./cm?®, miesza-
no je z taksg samg objetosciag niekompletnego adiuwantu
Freunda. Jako emulgatora uzyto Tweenu 80 w stezeniu
koncowym 1% Stezenie konicowe szczepionki wynosilo
0,38 X 10 bakt./em? (1, 3, 4).

Wyprodukowane 4 kolejne serie szczepionek poddano
ocenie biologiczne]j na owcach 1 krélikach, okreslajac jej
skutecznosé i nieszkodliwo$¢. Poziom przeciweial anty-Cam-
pylobacter oznaczano w okresie od 1 do 8 tygodnia po
przeprowadzonym szczepieniu. Pozytywne wyniki uzyskane
na zwierzetach doswiadczalnych byly punktem wyjscia do
badan terenowych, ktére przeprowadzono na 61 owcach
kotnych, bedacych w 2 miesigcu cigzy. Owce zaszczepiono
domiesniowo przetestowang szczepionka w ilosci 4 ml na
zwierze. Szczepione owce w okresie doswiadczenia przeby-
waly w owczarni. U 18 owiec, poczawszy od dnia szczepie-
nia, pobierano krew 6-krotnie w odstepach dwutygodnio-
wych oraz u 43 3-krotnie w odstepach czterotygodniowych,
okreslajagc miano przeciwcial anty-Campylobacter metodg
aglutynacji probéwkowej z antygenem petlnokomoérkowym.
Grupe kontrolng stanowilo 20 owiec nie szczepionych, prze-
bywajgcych razem ze zwierzetami szczepionymi, od ktérych
krew do badan serologicznych pobierano 6-krotnie w od-
stepach dwutygodniowych, Przed podaniem szczepionki od
wszystkich zwierzgt pobrano wymazy z blony s$luzowej
odbytu do badan bakteriologicznych w kierunku bakterii
z rodzaju Campylobacter.

Wyniki i omoéwienie

Wyniki badan zwierzgt doswiadczalnych przedstawio-
no w tab. 1. Zastosowana szczepionka wywotala wzrost
miana w surowicy badanych zwierzat juz w 1 tygodniu
po szczepieniu, ktoérego wartos¢ wahata sie w grani-
cach od 160 do 640 u owiec i od 40 do 160 u krélikow.
U owiec poziom przeciwcial wzrastal sukcesywnie, do-
chodzac w 3—4 tygodniu od 640 do 5120 i utrzymywat
sie na poziomie od 320 do 1280 jeszcze w 8 tygodniu
badania. Miano przeciwcial anty-Campylobacter u kro-
likébw wzrastato stopniowo, osiagajac w 4 tygodniu po
szczepieniu wysokosé od 320 do 640. Przez caly okres
obserwacji badane zwierzeta nie wykazywaly przed-
miotowych objawéw chorobowych.

Korzystne efekty po zastosowaniu szczepionki na
zwierzetach do$wiadczalnych pozwolily na podanie jej
owcom przebywajacym w owczarni. Przeprowadzone
wstepne badania bakteriologiczne wymazow blony §lu-

Wysokosé miana w poszczegdlnych tyg_odniach

Zwierzeta Kontrola — —_———
e 0 r wm m v V. Vi Vmn Vi
owca | 40 160 2560 5120 5120 2560 2560 2560 1280
1/87 owca 40 640 1280 1280 1280 640 640 640 320
krolik | 0 160 320 640 640 3_20 320 320 320
owca 20 | 1280 1280 2560 2560 2560 1280 640 640
4/87 owca 20 640 1280 1280 2560 1280 640 640 320
A, krélik | 0 | 160 330 640 320 160 160 160 160
| owca | 20 640 1280 2560 2560 2560 1280 2560 1280
2/81 owca 20 1280 2560 2560 2560 640 640 640 540
- krélik | 0 50 160 80 320 320 320 320 320
owca 20 320 1280 2560 2560 2560 1280 1280 640
6/87 owca 40 640 1280 2560 2560 2560 1280 640 540
krolik 0 160 320 320 320 320 160 320 160
Tab. 2. Poziom przeciwcial anty-Campylobacter u owiec szczepionych
a Liczba Miano - | — -
Badanie badanych 7 :
owilec 0 _'.2‘51 i 1 40 80 160 | _32u 640 I 1280 2560 5120
1 | 61 18 21 | 15 3 4 |
11 18 , 10 8 |
111 61 | 2 14 26 17 2
v 15 ' ' 5 8 2
v 18 ‘ ‘ i ' 7 7
VI 60 4 10 18| 8 8 8 | 4
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Ryc. 1. Srednie wartosci miana przeciwciat anty-Campylo-
bacter u owiec szczepionych i nie szcezepionych

zowe] odbytu nie wykazaly obecnosei drobnoustrojow
z rodzaju Campylobacter. Uzyskane wyniki miana prze-
ciwcial anty-Campylohacter w surowicy szezepionych
zwierzat przedstawiono w tabeli 2, a 4rednie wartosei
miana z uwzglednieniem wynikow otrzymanych u owiec
grupy kontrolnej — w formie wykresu (ryc. 1). U owiec
poziom przeciwcial w 2 tygodniu Ppo szczepieniu wyno-
sit od 640 do 1280. Najwyzsze ich miano stwierdzono
w 4 1 6 tygodniu po szczepieniu, ktére wynosito od 1280
do 5120. Tak wysoki poziom przeciweial stwierdzono
jeszeze w 8 tygodniu po iniekeji. U kilku owiec Wyso-
ko$¢ miana przez caly okres do$wiadczenia utrzymywa-

ta sie na niezmiennym, wysokim poziomie, wynoszacym
2120 (tab. 2). W 10 tygodniu badania u wiekszosci zwie-
rzat wystapil niewielki spadek poziomu przeciweial
anty-Campylobacter. U owiec kontrolnych poziom prze-
ciwcial przez caly okres obserwacji wahat sie w grani-
cach od 20 do 40.

Uzyskane wyniki serologiczne i bakteriologiczne wska-
zuja, ze wzrost poziomu przeciwcial anty-Campylobacter
u szczepionych owiec wywolany zostal podaniem szcze-
pionki. Korzystne efekty immunologiczne po jej zasto-
sowaniu pozwalaja na kontynuowanie badan w ognis-
kach choroby.
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Summary

Evaluation of tests for the pathogenicity of Yersinia
enterocolitica strains isolated from humans and ani-
mals

Pathogenicity of Yersinia enterocolitica in vitro was
determined simultaneously by means of three tests: pro-
duction of piramidaze at 30°C, auloagglutination at 37°C
and inhibition of growth on MOX agar medium plate at
37°C. The strains were collected from diseased people,
a dead chinchilla and from healthy pigs and foxes after
their slaughter,

The findings showed that the test for piramidase pro-
duction proved to have better usefulness to disting uish
pathogenic strains from apathogenie ones, Pigs in con-
trast to foxes were found to be the reservoir of Yersinia
enterocolitica strains pathogenic for man.

W badaniach nad okreslaniem patogenno$ci wyizolo-
wanych szczepéw Yersinia enterocolitica Zaproponowa-
no szereg testow. Zdecydowana wiekszosé SZCZePOW izo-
lowanych z przypadkow zachorowan u ludzi i zwierzat
nalezata do gatunku Yersinia enterocolitica. Wykazano,
ze nie wszystkie szezepy nalezace do tego gatunku sg

patogenne. Typowanie serologiczne, biotypowanie oraz
fagotypowanie szczepéw izolowanych z przypadkow
chorobowych od ludzi i zwierzat dowiodlo iz tylko
okreslone typy odpowiedzialne sa za zachorowania.
Wsrod serotypow dominuja u ludzi 0:3,0:5, 27, 0:8
1 0:9, biotypy 4. 3, 2, 1b oraz fagotypy II, VIII, IXa,
IXb, X;, X, (12), u zwierzat zs3 serotypy 0:1, 0:2, 0: 3,
0:5,27 (1,4, 12, 18).

Ponadto wykazano istnienie korelacji pomiedzy bioty-
pami, serotypami, ekologia a patogennoscig wsréd szeze-
pow nalezgcych do gatunku Yersinia enterocolitica (tab.
1) (14). Kondolo i Wauters (10) wykazali przydatnosé
testu na wytwarzanie pyrazynamidazy do réznicowania
szezepdw Y. enterocolitica na chorobotwéreze i niecho-
robotwéreze. Inni autorzy z powodzeniem wykorzystali
ten test w badaniach nad patogennoscig szczepow izolo-
wanych od ludzi, zwierzat i $rodowiska naturalnego
(4, 22, 23).

Schiemann 1 Davenish (17) zwrocili uwage na fakt
braku zdolnosei do fermentacii saliecyny oraz hydrolizy
eskuliny przez szezepy chorobotworcze w przeciwicn-
stwie do szezepow niechorobotworezyeh. Badania wyka-
zaly, ze wilasciwosei biochemiczne, jak i zdolnosé do



