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Wnioski

1. Biostymulacja laserowa jest skuteczną metodą
w leczeniu osteomyelitis.

2. Dalszych badań wymaga określenie optymal-
nych parametrów laseroterapii stosowanej przy
o s t e omy e lit is or az możliwo ść połączenia bi ostymu-
lacji laserowej z innymi metodami terapeutycznymi,
szczególnte z chemioterapią.
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Summary

Monitoring selected blood parameters in calves im-
munized with somn,rou"@ vaccine in fie|d conditions

The aim of this work was to estimate the calyes
specific humoral response in a herd threatened with
the Haemophilus somnus infection during immuniza-
tion with Somnuvac@ vaccine, as well as to estimate
the protective influence of immunization in the thre-
atened herd based on selected blood parameters. The
following were tested: the Ii somnus bacterial agglu-
tination titer; the ELISA specific reaction in the IgG,
IgM and IgA classes; the IgG, IgGz, IgM i IgA
concentration; the blood leucocyte concentration and
their fractions1 the hematocrite value; the fibrinogen
concentration; the total serum protein and its frac-
tions in paper electrophoresis; the content of circu-
lating immune complexes.

The vaccinated calves showed an increase of the
specific reaction significantly exceeding the values of
the control group in the bacterial agglutination test,
as well as in the ELISA. The outbreak of respiratory
tract diseases at about the fifth week of the study
caused an intensive inflammatory reaction in the
control group (it was confirmed by the presence of
raised HRP levels, neutrophilia, and a ńigher level
of the circulating immune complexes). In the experi-
mental group the levels of the examined inflammatory

markers confirmed the stabilizing role of the anti-
-Haemophilus somnus vaccination in the herd thre-
atened with respiratory tract infections caused by
gram-negative bacteria.

Program swoistej immunoprofil aktyki przeciw in-
fekcji Haemophilus somnus w zapobieganiu choro-
bom układu oddechowego cieląt, okazń się niezwy-
kle skuteczny w ograniczaniu strat w chowie bydła
(I, 2, 6, 10, I2, 16, I], 2I, 26, 30, 32). Program
opracowany w naszej Katedrze, zawiera optymalne
kalendarium stosowania surowicy odpornościowej
i szczepteń ochronnych cieląt i krów zapewntające
wysoką ekonomiczną opłacalność immunoprofilak-
tyki anty-H. somnus (I, 2, 6,26-28).

Infekcje układu oddechowego na tle bakterii gram-
ujemnych (głównie H. somnus i Pasteurella multo-
cida) są najczęstszą pIzyczyną zachorowań obser-
wowanych w cielętnikach dużych ferm (4, I0, l2).
W stadach zagrożonych część zwierząt może być
szczepiona w fazie wylęgania choroby i te cięzej
ntż pozostałe, przechodzą okres poszczeplenny. W
zależności od statusu immunologicznego matek cie-
ląt i efektywności przekazy wania immunoglobulin
siarowych, bardzo ztóżnicowany jest takze stan od-
porności biernej przekazanej cielętom, Następstwa
takiej sytuacji na poziomie reakcji swoistej i nie-
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swoistej ofganizmu zwierzęcla, nie były dotychczas
badane na modelu infekcji Haemophilus somnus,

Zaobserwowane w stadach problemowych efekty w

czynniki stresujące (7).
Ćelem pracy było prześledzenie dynamiki odpo-

wiedzi immunologicznej cieląt immunizowanych

szczepionką Somnuva"@ * stadzie zagrożonym.

W ocenie statystycznej zastosowano test t-Studenta dla

dwóch pr raz test t

dla par s średniej,

wyk-orzys icrosoft).

Wyniki i omówienie

U cieląt doświadczalnych w porównaniu do stanu

obnizenie miana w ostatnim pobraniu wynikało praw-

Materiał i metody

Szczepienie i badania krwi przeprowadzono w miesią-
cach letńich na 9 losowo wybranych cielętach rasy ncb,

w wieku 30 + 3 dni w dniu rozpoczęcia doświadczenia.

nad podłogą.
Ciólętom doświadczalnym podawano szczepionkę So-

*nuuu"@ (nr certyfika fi ż8O t9ż, producent Pro Animali)
dwukrotnie, domięśniowo, w pierwszym i 28 dniu do-
świadczenia. Krew od cieląt z obu grup pobierano z żyły
szyjnej zewnętrznej, bezpośrednio przed podaniem szcze-
pionki, a następnie w 7,28,35 i 56 dniu doświadczenia,
między godziną9 a 10.

Oznaczono miano aglutynacyjne anty-H, somnus wE
Shigidi i Hoerlein (22); reakcję swoistą w klasach IgG,
IgM i IgA testem ELISA wg Stefaniaka(ż5); liczbę leuko-
cytów i ich frakcje; wartość hematoĘtu; sĘżr.lnie fibryno-
genu wg Millar i wsp. (13); poziom białka całkowitego
Śurowicy metodą biuretową i jego frakcji rozdzie|onych

tein, haptoglobina) wg Spooner (24).
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nasilone zachorowanta z objawami zę strony układu
oddechowego, należy ptzypuszczać, że ten wzrost
miana w grupie kontrolnej był następstwem odpo-
wiedzi albo na zakażenie H. somnus, albo innymi
bakteriami gramuj emnymi reaguj ącymi Wzy żow o z
antygenami H. somnus (5, 14). Mimo to, miano
surowic dwóch cieląt kontrolnych pozostało ujemne
do końca obserwacji, a:u'7 pozostałych sztuk wahało
się w zakresie 1: 16 - I:32, Wzrost wartości logsoło
miana grupy doświadczalnej w porównaniu do kon-
trolnej był statystycznie istotny (p<0,02) w 8 tygo-
dniu doświadczenia.

W mo men c ie r o zp oc zęci a do ś wi ad czenia surow ice
6 cieląt grupy kontiolnej i 6 z grupy doświadczalnej
nie wykazały w teście ELISA reakcji dodatniej w
żadnej z badanych klas przeciwciał. Wzrost inten-
sywności reakcji swoistej w klasach IgG i IgA zaob-
serwowano w grupie doświadczalnej po 4 tygo-
dniach od pierwszego szczepienia (podczas gdy w
klasie IgM występował wtedy szczyt intensywności
reakcji), Od tego momentu aż do końca obserwacji
reakcje ptzeciwciał we wszystkich badanych klasach
miały wyższą intensywność u cieląt doświadczal-
nych, niz u kontrolnych (ryc. 2 i 3). W 5 tygodniu
intensywność reakcji surowic cieląt kontrolnych
zmniejszyła się w klasach IgG i IgA, pozostając
bez większych zmian w klasie IgM. PrzebtegWzy-
wej intensywności reakcji przeciwciał klasy IgG w
grupie kontrolnej (ryc. 3) wskazuje, żę w 5 tygodniu
doświadczenia - czyli w okresie wybuchu zacho-
rowań ze strony układu oddechowego - wystąpił
w tej grupie głęboki spadek swoistych przeciwctał,
zaś w ósmym tygodniu zaznaczył się ich wzrost.
Mozna domniemywać, że to znaczne obniżenie po-
ziomu przeciwciał anty-H. somnus było związane
z tnfekcją spowodowaną przez H. somnus lub inne
reagujące krzyzowo bakterie. W tym samym okresie
w grupie doświadczalnej nastąpiło zahamowanie
wzrostu intensywności reakcji tej klasy przeciwciaŁ.
W grupie kontrolnej wystąpiła więc rozbiężność
między wynikami testu aglutynacji, a ELISA. Mozna
przypvszczać, że było to efektem krzyżowej re-
aktywności silnie aglutynujących przeciwciał klasy
IgM, pow staj ących w odpo wie dzi na zakażęnte mię -
szaną florą gram-ujemną. Natomiast z tymi prze-
ciwciałami mógł nie reagować antygen lżyty w
teście ELISA, Wzrost intensywności reakcji w klasie
IgG (a w mniejszym stopniu IgM) u zwierząt do-
świadczalnych utrzymujący się do końca okresu ob-
serwacji jest, jak się wydaje, wyrazem silnej odpo-
wiedzi anamnesty czneJ, pożądanej w immunizacji
mającej dawać trwałą protekcję. Podobnie, jak w
teście aglutynacji bakteryjnej, największe różnicę
między intensywnością reakcji we wszystkich ba-
danych klasach przeciwciał w grupie doświadczalnej
i kontrolnej stwierdzono w końcowym etapie do-
świadczenia. W żadnej z badanych w teście ELISA
klas przeciwciał nie wykazano jednak statystycznie
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Ryc. 2. Sredń przyrost intensywności reŃcji przeciwciał anty-Haemophilus
soflnus w teście ELISA w grupie doświadczalnej, wyrażony jŃo % po
przyjęciu za l00Vo wańości grupy kontrolnej w kolejnych pobraniach

Strzałkami zaznaczono terminy szczepień

Grupa doświadmloa
4-pzeciwciala
*lgG
J-lgGl
*lgc2

Grupa kontrolna
- -E- . pE€ciwciala
-€-, tgc
- -A- - lgGl
- -§. tgcz

0 l.Ędz. 4,Ęc. 5.ty8, 8.tyg,

Teminy kootroli

Ryc. 3. Średnia iotensyłłność reakcji przeciwciał swoistych klasy IgG
oraz koncentracja immunoglobulin klasy IgG, IgGr i IgGz w surowicy

cieląt (D - grupa doświadczalna; K - grupa kontrolna; Ab - absorbancja
przeciwciał klasy IgG: IgG, IgGr, IgG2 - koncentracje klas immunoglobulin)

Strzałkami zaznacżono terminy szczepień

istotnych różnic między grupą doświadczalną, a kon-
trolną.

Poziom immunoglobulin klas IgG, IgG1, IgGz i
IgM, był zbltżony w obu grupach cieląt, wykazuj1c
stopniowy wzrost, bardziej wyraźny w grupie do-
świadczalnej (ryc. 3 i 4). Towarzyszył mu znaczny
rozrzut indywidualnych wartości u poszczególnych
zwierząt z obu grup, Początkowy spadek poziomu
całkowitych IgG był prawdopodobnie spowodowany
zanikaniem matczynych IgGt, a późniejszy wzrost
dotyczył juź obu podklas IgG. Taki pogląd zdają
się potwierdzać wyniki reakcji przeciwciał swois-
tych dla H. somnus w podklasach IgGr i IgGz kon-
trolowane w teście ELISA u trzech cieląt doświad-
czalnych. Wzrost koncentracji immunoglobulin był,
jak się wydaje związany z czynną odpowiedzią im-
munologic zną cie7ąt eksponowanych na ciągłąi silną
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0 l.Ędz. 4.trc. s.tyc. 8.tyc.

Teminy konlroli

Ryc 4. Średńa koncentracja IgG, IgGz, IgM i IgA w surowicy cieląt

Strzałkami zazrraczono terminy szczepień

ich poziomu (SD=0,013-0,026; przy średniej 0,021-
-0,057), natomiast w grupie doświadczalnej wyniki
te były bardziej wyrównane (SD=0,003 -0,02I; przy
średniej 0,02-0,053). Większe zróżnlcowanie (w ra-
mach wartości ftzjologtcznych) poziomów krązą-
cych kompleksów immunologicznych w grupie kon-
trolnej niz doświadczalne1, mozna interpretować ja-

ko wyraz niestabilnej, silnie Tóżnlcowanej reakcji

średnie poziomy kr ążący ch kompleksów immunolo-
glcznych w tej grupie nie przewy i w
grupie kontrolnej, jest zdaniem ier-
dzeniem istnienia ! zwlerząt lrc nie
kontrolowanej, intensywnej stymulacj i antygenowej.

W zadnej z badanych próbek surowic cieląt immu-
stymulację przęz obecne w środowisku. bakterie. nizowanych szczepionką Somnuvac@ nie stwierdzo_
Prawdopodobnie ztęgo powodu, mim9 dobrych wa- no obecńości podwyższofiego poziomu białka HRp
runków klimatycznych (pora letnia) doszło w toku (w zastoso*any- ieście wg Spoonera wykrywane
doŚwiadczenia do wystąpienia w cielętniku stanów są poziomy haptoglobiny przehaczające 0,2 gll),
zapalnych układu oddechowego. W takiej sytuacji co pokrywa się z brakiem klinicznie zauważa|nych
podanie szczepionki było tylko jedną z przyczyn ostrych stanów zapalnych w tej grupie. W 4,5 i 8

stymulacji czynnej odpornoŚci swoistej. tygodniu doświadczenia wykrywano obecność HRP
Około dwukrotny, w porównanl]J ze stanem wyj- za kńdym razem u jednego (innego) z cieląt kon-

Ściowym, wzrost stężenia kompleksów immunolo- trolnych (w tej grupie w okolicy 5. tygodnia ob-
gtcznych w surowicy krwi stwierdzono w obu gru- serwacji u dwóch cieląt zanotowano nasilony kaszel
pach cieląt w 5 tygodniu doświadczenia (tab. 1). i podwyższonątemperaturę wewnętrznąciała). Brak
W grupie kontrolnej cieląt we wszystkich pobraniach wzrostu koncentracji tego białka ostrej fazy l cieląt
krwi Óbserwowano znaczny indywidualny rozrzut szczepionych, przy występowaniu jego wzrostu w

Tab. 1. Poziom białka całkowitego surowicy i jego frakcji, krążących kompleksów immunologicznych (ICC)

Grupa doświadczalna
+|cG
f lgc2
+lgM
+|8A

Grupa kontrolna
- -E-, lgG
-9,1gG2
-A-- lgM
-O- - tsA

oraz hematokrytu badanych cieląt

Grupa doświadcza|na

Białko całkowite 61,8 + 5,4 60,6 + 3,9 55,3 +4,1 61,2 + 3,1 62,8 + 4,7

Albuminy 7) A.+),) 32!I,8 26,1t2.9 25,3 !2,6 ż5.4 !-3,8

u-globuliny 11,2t 1,3 I0,8 t2,,| 9,8 t 1,5 11,9 + 1,8 l1,0 + 1,4

P-globuliny 7,7 + 1,4 8,1 + 1,5 8,0 + 1,1 8,0 + 0,9 8,2 ! |,|

y-globuliny I0.3 !ż,9 9"l !3,0 11.3 x2,9 16,0 i 2,8 l8,2 i 5,3

ICC (absorbancja przy 280 nm) 0,025 t 0,012 0,020 t 0,003 0,020 + 0,0l0 0,050 + 0,032 0,053 + 0,021

Fibrynogen 6,89 789 8,52 12,37 LI,14

Ilematokryt (7o) 35,0 + 5,8 33,0 !4,4 27,7 !29 27,6 !.3,3 29,4 t3,I

Grupa kontrolna

Białko całkowite 62,7 !4,4 60,2 t3,6 56,2 + 4,7 59,4 + 5,3 6I,4 + 5,9

Albuminy 31,6 + 2,1 3I,ż !2,,7 26,7 + 2,0 26,3 +2,2 2,1 ,6 + 3,2

cr-globuliny Iż,7 + 1"l 9,8 + 1,3 9,1 + 1,3 10,7 t 1,8 l0,5 + 1,1

B-globuliny 7,9 + 1,2 8,0 t 1,0 8,4 + 1,6 7,7 !1,o 7,8 + 1,2

1-globuliny l1,1 + 2,5 |1,1!2,6 1I,9 +3,9 14,6 + 5,1 15,5 + 4,6

ICC (absorbancja przy 280 nm) 0,025 i 0,013 0,021 t 0,01 0,036 + 0,026 0,028 + 0,020 0,057 t 0,021

Fibrynogen 7,1l 7 

"I4

8,35 II,94 8,90

Ilematokryt (7o) 36,9 + 3,7 32,,l + 3,5 28,4 !3,4 2,1,2 !3,8 3o,2 t 3,5
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grupie kontrolnej wskazuje pośrednio na ochronną
rolę immunizacji anty-H. somnus w stadzie zagro-
zonym stanami zapalnymi układu oddechowego.

V/ obydwu grupach cieląt poziom fibrynogenu
był wyjściowo zblizony do górnej granicy normy,
poziom ten wzrastał w kolejnych dwu pobraniach
i na koniec okresu obserwacji przek,raczał II00 mgVo
w grupie doświadczalnej i 9OO mgVo w grupie kon-
trolnej (tab. 1).

Koncentracja leukocytów w krwi cieląt obu grup
wahała się w granicach fizjologicznych i była silnie
zr óżntc ow ana ! po szczególny ch o s obn ików (ry c. 5 ).
Tylko w 5 tygodniu obserwacji (wybuch zachorowa4
w cielętniku) wzrosła do średnio ponad 11 tys/mm'
i była w tym momencie najsilniej zróżnicowana
między osobnikami, szczególnie u cieląt z Et|lpy
kontrolnej, w której zaobserwowano w tym czasie
wzrost odsetka granulocytów obojętnochłonnych do
ok.32Vo, przy stosunkowo stabilnej ich zawartoŚci
(22-23Vo) w grupie doświadczalnej. Mozna zatem
ptzyjąć, że ten wskaźnik stanu zapalnego organizmu
był przydatny diagnostycznie, chociaż na ogółjego
oznaczanlę u ptzeżuwaczy daje wyniki wątpliwe.

Siódmego dnia obserwacji stwierdzono spadek
wartości hematokrytu, który pogłębił się w kolejnych
pobraniach krwi (wyjściowo 35Vo i 37Vo w grupach
doświadczalnej i kontrolnej). W obu badanych gru-
pach cieląt najniższe wartości (około 21-28qo) stwier-
dzono w 4-5 tyg, doświadczenta, po czym poziom
wzrósł do ok. 3OVo (tab. 1). Róznica między pozio-
mem wyjściowym, a kolejnymi terminami była w
grupie doświadczalnej wysoce istotna statystycznie
w porównaniu do 4 i 5 tyg. (p<0,001), natomiast
istotna staĘstycznie wobec 8 tyg. obserwacji (p<0,05).
Stanowi to potwierdzenie wyników wcześniejszych
badań własnych, ze w okresie nasilenia stanów za-
palnych u przeżuwaczy dochodzi do obnizenia war-
tości hematokrytu.

0 r.tydŁ 4.a!g. s.tyg. 8rys.

Terminy kontmli

Średnia liczba leukocytów, limfocytów i granulocytów krwi cieląt
(D - grupa doświadczalna; K - grupa kontrolna).

Strzałkami ż^znaczono terminy szczepień

W porównaniu do poziomu wyjściowego, w grupie
doświadczalnej wszystkie próbki od 4 do 8 tyg. wy-
kazaĘ różntcę wysoce istotną statysĘcznie (p<0,001),
podczas gdy w grupie kontrolnej istotność różnicy
była podobna w 4 i 5 tyg. obserwacji, zaś w 8 tyg.
na poziomie p<0,01. Spadek poziomu albumin, który
w obu grupach nastąpił między I a 4 tyg. - w
którym obserwowano poziom minimalny, spowo-
dował wysoce istotną różnicę między tymi dwoma
pobraniami (p<0,001).

W obu badanych grupach poziom ct-globulin spa-
dał do 4 tyg,, by następnie szybko wzrosnąć do
maksimum w 5 tyg. i nieco opaść w ostatnim tyg,
obserwacji; różnice między grupami nie były sta-
tystycznie istotne. W grupie doświadczalnej różnica
między poziomem wyjściowym, a4 tygodniem była
statystycznie istotna (p<0,05). Wzrost poziomu spo-
wodował wysoce istotną statystycznie róznicę mię-
dzy 4 i 5 tyg. (p<0,02), a spadek między 5 a 8
tygodniem tej frakcji różnicę statystycznie istotną
(p<0,05). W grupie kontrolnej poziom ct-globulin
różnlł się wysoce istotnie od początkowego we wszy-
stkich kolejnych terminach kontroli (p<0,005), Róż-
nice między I a 4 tyg. były statystycznie istotne
(p<0,02), a między 4 i5 tyg. wysoce istotne (p<0,002).
Tak więc dynamika omawianych białek ostrej fazy
zapa|nej stanowi laboratoryjne potwierdzenie, ob-
serwow anego klinicznie nasilenia stanów zapalny ch
w 5 tyg, doświadczenia,przy większej ostrości zmian
w grupie kontrolnej. Wahania w zakresie frakcji
B-globulin nie wykazały statystycznej istotno ści róż-
nlc.

W obu grupach między czwartyń a 5 tygodniem
nastąpił szybki wzrost koncentracji y-globulin (p<0,001
w grupie doświadczalnej i p<0,002 w kontrolnej).
Róznica między poziomem początkowym, a pozio-
mem w 5 i 8 tygodniu była wysoce istotna staty-
stycznie w grupie doświadczalnej (p<0,0005) a istot-
na statystycznie w grupie kontrolnej (p<0,05), co
potwierdza silniejszą stymulację odpowiedzi immu-
nologicznej u cieląt szczepionych.

Wnioski

1. Szczepionka Somnuvac podana parenteralnie
stymuluje humoralną odpowiedź immunologiczną
anty-H. somnus, w klasach IgG, IgM i IgA.

2. Wartości badanych markerów stanu zapalnego
wskazują, że szczepienie cieląt przeciw infekcji ti
somnus ograniczyło ostrość przebiegu obserwowa-
nych infekcji układu oddechowego.
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