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Summary

Application of Propionibacterium avidum (FA)
KP-40 in stimulation of pigs imrmunized with se-
lected viral antigens

Stimulatory properties of Propionibacterium avidum were
estimated on the basis of bumoral immunity firmation in
pigs and protective value of combined vaccination with
Suivae A and PA KP-40 (experiment a). In this experi-
ment 22 piglels were fireated with Suivac A and/or PA
KP-40. 8 weeks after vaccination pigletswere chalenged with
virulent NIA 3 sirain of pseudorabies virus. The analysis
of body weight gains and persistence of increased internal
temperature revealed, that nonspecific immune stimulaticn
together with specific vacecine gives better protection of
animals than vaccination with Suivac A only. Influence of
immunesiimulation with PA KP-40 preparation on piglets
challenged with hog cholera (HC) virus was investigated
in experiment (b). 30 piglets were incculated with lapini-
zed vaccine Lapest and/or PA KP-46 and then challenged
with virulent HC strain. Treatment of piglets with PA
KP-40 resulied in twefold prolonged period of surwviral,
comparing to untreated, infected caontrols,

W ostatnich latach obserwuje sie szybki rozwéj badan
w zakresie modulacji odpowiedzi immunologicznej po-
przez podawanie roznych naturalnych lub chemicznych
immunomodulatoréw (15, 19, 21, 23, 24). Szczegélnie du-
ze zZnaczenle przypisuje sie preparatom nieswoistym, ce-
chujgcym sie wielokierunkowym oddzialywaniem na
ulttad odporno$ciowy (7, 9, 10, 11, 15, 17, 18). Zalicza sie
do nich m.in. drobnoustroje z rodzaju Propionibacterium
sP.

W pismiennictwie spotyka sie doniesienia o korzyst-
nych rezultatach stosowania stymulacji wymicnionym
rodzajem bakterii u cielat (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8), nic ma
natomiast danych o probach tego rodzaju postepowania
u trzody chlewnej. Uzasadnia to celowos¢ podjecia ba-
dani zmierzajacych do okreslenia mozliwosci zastosowa-
nia propionibakterii w podnoszeniu poziomu nieswoistej
odpornosci §win, m.in. na zakazenia wirusowe,

Dla osiggniecia przedstawionego celu wykonano w
izolatoriach I Wet dwa (a) i (b) niezaleznie doswiadcze-
nia. W pierwszym (a) warto$¢ immunostymulujacg pro-
plonibakterii ustalono na podstawie oceny wladciwosei
ochronnych szczepionki Suivac A aplikowanej $winiom
oddzielnie oraz w skojarzeniu z preparatem PA KP-40.
W drugim (b) oceniono wplyw propionibakterii na prze-
bieg doswiadczalnego zakazenia $win wirusem pomoru
klasycznego (CSEV).

Materialt i metody
Doswiadczenie (a)

Zwierzeta

Do badan uzyto 22 warchlakéw rasy wielka biala polska
(w.b.p), w wieku 5 m-cy, o masie ciata (m. c.) Srednio 60 kg,
pochodzacych z hodowli IWet. Warchlaki podzielono wedlug
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nodanego ponizej schematu na 3 grupy doswiadcezalne (I, I,
{1I) oraz grupe kontrolng (IV):
I — 5 $win 2-krotnie immunizowanych atenuowang szcze-

pionkg przeciw c¢hA roéwnoczesnie =z preparatem
KP-40;

11 — 7 $win 2-krotnie szeczepionych szczepionkg atenuowa-
na;

111 — 5 $win 2-krotnie stymulowanych preparatem KP-40;

IV — b5 $win kontrolnych.

Biopreparaty )

Szezepionka. Suivac A (Biowet Putawy) — zZywa atenu-

owana szczepionka, zawierajgca liofilizowany szczep TK 904
wirusa chA, adaptowany i mamnazany w hodowli komoérek
zarodka kurzego, o mianie TCID; wynoszgcym 1053 ktorag
podawano warchlakom domieéniowo (i.m.) dwukrotnie, w
odstepie 4 tygodni, w dawce 2 ml/zwierze.

Propionibacterium avidum szczep KP-40. Do mnieswoiste]j
stymulacji zwierzat uzyto liofilizowanych $cian komorko-
wych zabitych termicznie bakterii Propicnibacterium avidum
szczep KP-40, przygotowanych wedlug metody opisane] przez
Ko (13) oraz Pulverera (20), ktore podawano dozylnie, dwu-
krotnie, w odstepie 4 tygodni, w dawce 5 mg/5 ml roz-
tworu/zwierze.

Hodowla komoérkowa

W badaniach uzyto linii cigglej komoérek merki krolika
RK-13, kultywowanej wg ogolnie przyjetych zasad (12) z do-
datkiem 10%0 surowicy cielecej (s. c.).

Szczepy wirusowe

Postugiwano sie atenuowanym szczepem TK-900 wirusa
chA o mianie TCIDs, = 105/0,06 ml oraz szczepem NIA-3
wirusa chA o mianie TCIDsy = 5:45,

Surowice referencyjne

Jako kontrole w odczynie SN stosowano surowice dodatnig
chA a mianie 1/512 roza surowice ujemng, nie zawierajgcg
przeciwcial — sn — wirusa chA.

Postepowanie

Poddane immunizaciji $winie doswiadczalne i kontrolne
zakazano szczepem NIA-3 wirusa chA 8 tygodni po rewak-
cyvnacji. Wirus wprowadzano donosowo, po 0,5 ml do kaz-
dego otworu nosowego.

Bezposerdnio przed pierwszym szczepieniem, a nastepnie
co 7 dni do 21 dni po zakazeniu, od wszystkich swin po-
bierano probki krwi w celu oznaczenia poziomu przeciwcial
neutralizujgcych wirus chA testem SN w odmianie mikro
(12). Ponadto 24 godziny przed szczepieniem oraz przez 7
dni po plerwszym i drugim uodpornieniu, a takze 1 dzien
przed i przez 22 dni po zakazeniu kontrolnym rejestrowano
wewngtrzng cieptote ciala (w.c.c). W dniu pierwszej im-
munizacji oraz 7 dni po pierwszym i drugim szczepieniu,
a mnastepnie w odstepach 3-dniowych az do 22 dnia po za-
kazeniu kontrolnym dokonywano pomiaréw m.c, $win z
poszczegdlnych grup.

Doswiadczenie (b)

Zwierzeta
Badania wykonano przy uzyciu 30 warchlakéw rasy
w.b.p. 0 m.c. okoto 27 kg. Zwierzeta podzielono losowo,
wedlug podanego ponizej schematu na 3 réwne grupy (I, 11,
11D):
I grupa — 10 $win stymulowanych PA KP-40
II grupa — 10 $win kontrolnych, ktérym podawano placebo
(kontrola ujemna)
IIT grupa — 10 $win szczepionych 20 dawkami terenowymi
Lapestu (kontrola dodatnia)
Biopreparaty
Lapest (Biowet Pulawy) — zliofilizowana mieszanina krwi
oraz miazgi Sledziony krolikéw zakazanych uprzednio la-
pinizowanym — chinskim (C) szczepem wirusa pomoru
Swin.
Propionibacterium avidum szczep KP-40
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Postepowanie

Immunizacje $winn Lapestem prowadzono jednorazowo;
spos6b uodporniania $win przedstawiono uprzednio. Prepa-
rat Propionibacterium avidum KP-40 podano warchlakom
dwukrotnie, dootrzewnowo w dawce 5 mg/5 ml roztworu/
/zwierze. Po uplywie 14 dni od immunizacji wszystkie
zwierzeta zakazano dawka 100.000 ID;, zjadliwego szczepu
Washington wirusa CSF, podajac 1 ml zawiesiny wirusa
i.m.

Kontrole stopnia pobudzenia ukladu immunologicznego
organizmu $win doswiadczalnych i kontrolnych prowadzono
poprzez wykonywanie nastepujgcych oznaczen:

1) liczba dni od =zakazenia zwierzgt do wystgpienia pod-
wyzszonej = 40°C cieptoty wewnetrznej

2) okres utrzymywania sie w.c.c. == 40°C

3) liczba dni od zachorowania do padniecia $§win z poszcze-
gélnych grup zwierzat.

Analiza statystyczna wynikow

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujac
test t-Studenta oraz test Tukey’a. Istotnosé réinic okredlono
na poziomie p <5 0,05.

Wyniki i omdéwienie

W doSwiadczeniu (a) po l-szym i 2-gim szczepieniu
szezepionka Suivac A i/lub PA KP-40 nie obserwowano
u immunizowanych $wiA zmian miejscowych ani od-
chylen w ich stanie klinicznym, a S$rednia grupowa
w. c. c. badanych zwierzat mieécita sie w granicach norm
fizjologicznych (38,0—40,0). Po zakazeniu do$wiadczal-
nym u wigkszoSci §win uodpornianych stwierdzono po-
czatkowo posmutnienie, zmniejszenie lub brak laknie-
nia, a u pojedynczych zwierzat kichanie i nieznaczny
sluzowy wyplyw z nosa. Najlagodniejszy kliniczny prze-
bieg choroby obserwowano u $win grupy I. W grupie
tej nie stwierdzono padnie¢ zwierzat. W grupach II
1 IIT choroba przybrata bardziej nasilong postaé; w gru-
pach tych padio po jednej $wini. Badaniem wirusolo-
gicznym wycinkéw narzadéw pobranych w czasie sekeji
zwierzat wykazano, ze przyczyng padnieé¢ bylo zakaze-
nie wirusem chA.

Zwierzgta kontrolne, nie szczepione i nie poddane sty-
mulacji wykazywaly apatig, brak laknienia, kichanie,
plerwotnie $luzowy, a nastepnie ropny wyplyw z nosa

oraz objawy duszno$ci. U wspomnianych zwierzat nie
stwierdzono objawdéw nerwowych, dwa warchlaki kon-
trolne padly w wyniku zakazenia. Powrot do zdrowia
s$win kontrolnych przebiegal znacznie wolniej niz dos-
wiadczalnych. Zakazenie kontrolne doprowadzilo row-
niez do mniej lub bardziej nasilonej utraty laknienia;
z pomiaréw dynamiki przyrostow m.c. (tab. 1.) wynika,
ze najnizszy Sredni spadek m. c. zarejestrowano w oma-
wianym zakresie u zwierzat grupy I — wynosit on
2,37 kg, w poréwnaniu do wartosci 8,12 kg stwierdzonej
w grupie IV. W grupie II omawiany wskaznik ksztalto-
wal sie na poziomie 6,8 kg; w grupie III — 4,4 kg. Réz-
nice te byly statystycznie istotne.

Z danych przedstawionych we wspomnianej tabeli
wynika, ze u zwierzat doswiadczalnych oraz kontrol-
nych najwyzszy spadek m.c. nastgpil w okresie do
8 dni po zakazeniu kontrolnym. Okres zahamowania
m. c. wahat sie od 3 do 5 dni u $win immunizowanych,
u $win kontrolnych powrét do wyjsciowej m.c. nastapil
dopiero w ciggu 13 dni po zakazeniu. Z oméwionymi
wynikami korelujg dane dotyczace ksztaftowania sie
w.c.c. Okres utrzymywanie sie w.c.c. == 40°C u $win
grup doswiadczalnych wynosit od 0,75 (grupa I) do 5 dni
(grupa III); natomiast u zwierzat kontrolnych wynosit
on srednio 5,8 dnia, co stanowilto roznice istotng statys-
tycznie,

Oceniajac wyniki badan serologicznych (tab. 2) wy-
kazano, ze najwyzsza dynamike narastania poziomu
przeciwcial po pierwszym szczepieniu oraz po rewakcy-
nacji wykazywaly zwierzeta grupy I, tzn. warchlaki,
ktéorym podano Suivac A oraz PA KP-40. U $win kon-
trolnych oraz stymulowanych nieswoiscie nie stwier-
dzono serokonwersji dla antygenu chA az do 7 dnia
po infekcji tym wirusem. Miedzy 7 a 14 dniem po za-
kazeniu nastapil u nich wzrost miana przeciwcial, jego
$rednia geometryczna nie roznila sie od $redniej obli-
czonej dla zwierzat grupy doswiadczalnej II i byla je-
dynie nieznacznie nizsza od omawianego wskaznika u
warchlakow grupy 1.

W tabeli 3 przedstawiono wyniki wplywu stosowania

Tab. 1. Ksztaltowanie sie¢ przyrostéw masy ciala i cieptoty wewnetrznej $win immunizowanych szczepionkg Suivac A
i/lub Propionibacterium avidum KP-40 oraz zakazanych kontrolnie (z.k.)

X wartogé m.c.J X dzienne ubytki lub przyrosty m.c. (w kg) ‘ Najnizszy Okres w.c.c
Grupa ** 1 dziea po z.k. (dni po zakazeniu) ubytek m.c. zahamowe’lma > 40°C
po z.k. ‘— i = = == (w kg) przyrostow (% dni)
. 6 | 8 | 15 | 22 | & w grapie) | m.c (% dni) d =
I 46,25 +0,541 * 'I +0,328 -+ 0,55 * + 0,573 2,37 * 2,15 * 0,75 *
1I 73,0 +0,838%* | +0,500* + 0,819 * + 07717 * 6,87 * 3,74 * 34*
III 49,3 —0,645 * ‘ —0,406 * + 0,158 * -+ 0,323 * 4,37 * 4,75 * 5,0 *
v 70,7 —0,27 * —0,328 * + 0,15 * + 0.27* | 8,12 * | SYIOK 5,8 *
Objasnienia: * — réznica istotna statystycznie przy p < 0,05, ** . grupa I Suivac A + KP-40, grupa II Suivac A, grupa III

KP-40, grupa IV kontrola.

Tab. 2. Poziom przeciwcial (-log SN) dla wirusa choroby Aujeszkyego (chA) i wyniki zakazenia- kontrolnego u $win
po zastosowaniu szczepionki Suivac A i/lub Propionibacterium avidum KP-40

| Wynik zaka- . N
‘ Poziom przeciwecial sn, dni po szczepieniu | zenia kontrol- Pozlo_m szeﬁ”."“’f‘* )sn
Gru- Liczba | B | nego (liczba (dni po_ za_ gIcny
pa Swin ‘ ] zwierzat zdro- [
0 14 | 28 42 56 wych/zakaza- 7 14 ‘ 21
| | nych) |

| |
I 5 <03 < 0,3 l < 0,3 || 06 * l 0,6 * 3/5% 1,2* 1,5 % 1,8*
11 7 <03 ‘ <03 ‘ <03 <0,3* <0,3* 2/7* 1,2 1,5 15%
111 5 < 0,3 < 0,3 <03 < 0,3% ‘ < 0,3* 0/5* <0,3* 1,2 * 1,5%*
v 6 <03 | <03 | <03 | <03* < 0,3%* 0/6%* <0,3* 12*% | 15*
Objasnienie: * — roéznica istotna statystycznie przy p < 0,05.
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Tab. 3. Ksztaltowanie sie wewnetrznej cieploty ciala (w.c.c.)

u $win immunizowanych szczepionksg Lapest lub Propioni-

bacterium avidum KP-40 oraz zakazanych kontrolnie zjadli-
wym szczepem wirusa pomoru klasycznego swin

Liczba
dni od za- |, .
. il : dni od za-
Liczba kazenia do | dni z w.c.c. o
kk
Gipa zwierzat | wystapienia| = 40°C kaaz srr:ilacgo
w.c.c.=>40°C padnig
<= | sp|l z|spl = | sp
1 10 5337%] 0,86 | 4,30 | 0,94 | 1L8* | 1,47
11 10 3,33 % 0,91 4,16 0,69 6,33*| 1,15
IIT 1n 0 = 0 —_— — | -

Objasnienia: * roznica istotna statystycznie przy p < 0,05, ** gru-
pa I — KP-40, grupa II — kontrola ujemna, grupa III — kontrola
dodatnia.

PA KP-40 na przebieg zakazenia Swin wirusem pomoru
klasycznego. Jak wskazuja na to przedstawione dane
dwukrotna dootrzewnowa aplikacja PA KP-40 wplywa
korzystnie na przebieg zakazenia kontrolnego $win wi-
rusem pomoru, w stosunku do przebiegu infekeji u Swin
nie uodpornianych. Dowodem powyzszego jest wyrazne
wydluzenie czasu przezywalnoSci wszystkich swin dos-
wiadczalnych w stosunku do kontroli ujemnej. Sredni
okres, jaki uptynal od zakazenia do padniecia $win byt
w grupie I prawie dwukrotnie dluzszy niz w grupie
zwierzat kontrolnych nie uodpornianych; wynosil on
11,80 dnia w poréwnaniu do 6,33 dni stanowigcych war-
tos¢ uzyskang w grupie II. Uzyskane réznice byty istot-
ne statystycznie. Wszystkie zwierzeta grupy III, stano-
wigce kontrole dodatnia, przezyly zakazenie zjadliwym
szczepem wirusa CSF.

Nieswoista stymulacja uk!adu odpornosSciowego zwie-
rzat wplynela réwniez na dlugosé okresu czasu, jaki
uplynatl od momentu zakazenia $win szczepem Was-
hington CSFV do wystgpienia podwyzszonej w.c.c.
=2 40°C. Zwierzeta grupy I zareagowaly podwyzszeniem
w. c. c. == 40°C po uplywie $rednio 5,33 dnia od dnia za-
kazenia, podczas gdy u $win grupy II, stanowigcej kon-
trolg ujemna, wzrost omawianego wskaznika stwierdzo-
no juz po uplywie s$rednio 3,33 dnia. Swinie grupy III,
szczepione Lapestem i zakazone do$wiadczalnie, nie za-
reagowaly podwyzszeniem w. c. c. powyzej granicy norm
fizjologicznych.

Odmiennie ksztalfowal sie kolejny analizowany
wskaznik, ktérym byt okres utrzymywania sie¢ podwyz-
szonej w.c.c. = 40°C. U éwin poddanych immunosty-
mulacji nieswoistej, okres utrzymywania sie podwyzszo-
nej w.c.c. po zakazeniu wirusem CSF byl dtuzszy niz
u zwierzat grupy II i wynosil Srednio 4,3 dnia; §winie
nie uodporniane (grupa II} gorgczkowaty przez 4,16 dnia.
Przyczyna tego byla znacznie kroétsza przezywalno$é
zwierzat omawianej grupy po zakaZeniu kontrolnym,
dlatego wskaznik ten nie jest przydatny do oceny wply-
wu PA KP-40 na przebieg do$wiadczalnego zakazenia
$win CSFV.

W dostgpnym piSmiennictwie krajowym i zagranicz-
nym brak jest doniesien o wykorzystaniu bakterii z ro-
dzaju Propionibacterium sp. w stymulacji ukladu od-
pornosciowego zwierzat w przebiegu naturalnych lub
doswiadczalnych infekeji wirusowych, dlatego poréw-
nanie wynikow badan wlasnych do rezultatéw uzyski-
wanych przez innych autoréow nie jest mozliwie. Sa
natomiast nieliczne dane na temat zastosowania propio-
nibakterii w przebiegu zakazen wirusowych ludzi i my-
szy. Dla przykladu omawiany rodzaj bakterii znalazt
natomiast zastosowanie w zwalczaniu wirusowego prze-

wleklego aktywnego zapalenia watroby typu B (PAZW)
u ludzi (7). U chorych z PAZW leczonych przy uzyciu
propionibakterii obserwowano spadek aktywno$ci tran-
saminaz, fosfatazy zasadowej oraz obnizenie sie poziomu
antygenu HBsAg i HBeAg, jak réwniez spadek aktyw-
nos$ci DNA-polimerazy. Wykazano ponadto wzrost mia-
na interferonu, utrzymujacy sie na wysokim poziomie
co najmniej miesigc po leczeniu. Po zakofczeniu lecze-
nia u pacjentéw nie obserwowano cech zapalenia. Wy-
kazano ponadto, ze przestrojenie immunologiczne wy-
wolane przez te bakterie utrzymuje sie dosé dlugi okres
czasu (okoto 5 lat) i po zapoczgtkowaniu przez nie pro-
cesu eliminacji immunologicznej antygenéw wiruso-
wych, potem proces ten nastepuje juz sitami nautralnej
odpornosci przeciwwirusowej ustroju.

W badaniach innych autoréw (7, 14, 16, 22) wykazano,
ze myszy immunizowane przy pomocy propionibakterii
byly mniej wrazliwe na zakazenie wirusem opryszezki
HSV, wirusem mysiego zapalenia watroby MHV-3, wi-
rusem EMC i choroby Newecastle niz zwierzeta kontrol-
ne. Wyniki badan wlasnych przeprowadzonych na $wi-
niach potwierdzaja w pewnym stopniu uzyskane wczes-
niej rezultaty u ludzi oraz u zwierzat laboratoryjnych.

Korzystne efekty skojarzonego stosowandia szczepionki
Suivac A i Propionibacterium avidum KP-40 oraz wol-
niejszy rozwdj choroby u $win immunizowanych PA
KP-40 i zakazonych wirusem pomoru klasycznego do-
wodzg adiuwancyjnych i immunostymulacyjnych wila$-
ciwosdci wymienionego szczepu propionibakterii.
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