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Uzyskanie i ocena Swinskiej surowicy
odpornosciowej anty-Haemophilus somnus*
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Rzasa A., Stefaniak T., Nikotajczuk M.
Production and characterization of swine Haemophilus somnus immune serum

Summary

The aim of the study was the estimation of swine immune serum administered to porkers immunized with
a self-prepared H.somnus vaccine. A common facultative pathogen in cattle, Haemophilus somnus, was utilized
for the production of swine immune serum. This was inspired by the formerly detected wide cross-reactivity of
H. somnus antibodies with other Gram-negative bacteria and additionally by the high clinical ability of H. somnus
antisera used in calves, foals and puppies in Gram-negative infections. It is noteworthy that a higher humoral
immune response was indicated by porkers protected as piglets with H. somnus immune serum. Moreover, they
demonstrated rapid IgG antibody increase from the start of immunization. Porkers given the H. somnus vaccine
showed an anamnestic-type immune response. No negative influence of the fatteners’ immunization on

production results was confirmed.
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Pomimo coraz lepszych warunkéw chowu, intensyfi-
kacja produkcji zwierzgcej wciaz powoduje wiele pro-
blemow zdrowotnych. Zalezy to nie tylko od warunkow
srodowiska zewngtrznego, ale tez od niedostatkow od-
pornosci samych zwierzat. Obecnie dazy si¢ do ograni-
czenia uzycia antybiotykow w metafilaktyce chorob, stad
tez poszukiwane sg inne srodki, ktore pozwalaja zabez-
pieczy¢ krytyczne momenty w zyciu zwierzat. Wykorzys-
tanie antybiotykow w ochronie ich zdrowia moze by¢
zredukowane dzigki uzyciu biopreparatéw. Do tej pory
byty one odsuwane na plan dalszy, ze wzgledu na czgsto
powolniejsze (w porownaniu do antybiotykdéw) i mniej
spektakularne efekty ich dziatania (6, 7, 13).

W przypadku stosowania autosurowic (surowic uzys-
kanych od zwierzat z danego stada) lekarzy weterynarii
zniechgca konieczno$¢ podawania znacznych objgtosci,
stad wigkszym zainteresowaniem ciesza si¢ surowice
odporno$ciowe oraz skoncentrowane preparaty immuno-
globulinowe. Zasadnicza r6znica migdzy surowica nor-
malna a odpornosciowa polega na zdecydowanie wigk-
szej skutecznosci tej ostatniej. Mechanizm dziatania su-
rowicy odpornosciowej jest powszechnie znany: zawar-
te w niej swoiste przeciwciala wigza swoiscie antygeny
drobnoustrojow, indukuja wiaczenie si¢ innych mecha-
nizméw obronnych, co doprowadza do zahamowania
infekcji 1 jej rozprzestrzeniania. Proces ten jest immuno-
logicznie swoisty, ale moga zachodzi¢ reakcje krzyzowe.

Wieloletnie badania bytej Katedry Prewencji i Immu-
nologii Weterynaryjnej AR we Wroctawiu wykazaly, ze
przeciwciata anty-Haemophilus somnus (Histophilus
somnus (9), Histophilus somni (8)) reaguja krzyzowo z in-

* Badania wykonano w ramach projektu badawczego nr 3 PO6Z 014 24
finansowanego przez KBN.

nymi bakteriami Gram-ujemnymi. Dotychczas wykona-
no terenowe badania kliniczne surowic odporno$ciowych
przeciw H. somnus ubydta, koniipsow (5, 11, 12). W im-
munoblottingu wykazano silne reakcje uzyskanych su-
rowic odpornosciowych wobec Escherichia coli, Salmo-
nella typhimurium, S. enteritidis, S. dublin, S. gallina-
rum-pullorum, Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolytlca Klebsiella pneumoniae (11, 15) Warto pod-
kresli¢, ze surowice odpornosciowe przeciw H. somnus
— patogenowi bydta, wykazaty wysoka skutecznos¢ w za-
kazeniach innymi bakteriami Gram-ujemnymi u szcze-
niat, zrebiat, prosiat i krolikow. Na tej podstawie zrodzit
sig pomyst przygotowania §winskiej surowicy odpornos-
ciowej anty-H. somnus 1 profilaktycznego jej stosowania
w odchowie prosiat (7).

Celem badan byla ocena aktywnos$ci surowicy odpor-
nosciowej pozyskanej przy uboju tucznikow immunizo-
wanych przygotowana we wlasnym zakresie szczepion-
ka Haemophilus somnus.

Materiat i metody

W celu przygotowania szczepionki zakupiono referencyjny
szczep H. somnus CAMP 6280 z Czech Collection of Micro-
organism w Brnie. Zawiesing namnozonych bakterii doprowa-
dzono do koncentracji 10°/ml PBS i nastgpnie dodawano 15%
adjuwantu Emulsigen (MPV Laboratories, USA). Otrzymana
szczepionka przeprowadzono cykl immunizacji tucznikdw, po-
dajac im pig¢ domig$niowych iniekcji (1 ml) w odstepach dwu-
tygodniowych.

Immunizacjg przeprowadzono w warunkach fermy przemy-
stowej, na mieszancach trzyrasowych wbp x pbz x du i wbp x
pbz x pi. W doswiadczeniu uzyto 28 tucznikéw z dwoch sasia-
dujacych kojcow, z ktorych potowa w kazdym kojcu jako pro-
sigta na tydzien przed odsadzeniem otrzymata profilaktycznie
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surowice anty-H. somnus. Jeden kojec stanowit grupe doswiad-
czalna, drugi za$ kontrolna. Zwierzgta zwazono przy rozpo-
czgeiu immunizacji i w dniu jej zakonczenia. Kazdorazowo
przed iniekcja pobierano krew od wybranych sztuk (po 6) z koj-
ca doswiadczalnego i kontrolnego, w celu oznaczenia aktyw-
nosci przeciwcial i wybranych parametréw oceny zdrowia zwie-
rzat. We krwi oznaczono: stezenie hemoglobiny (Hb) metoda
Drabkina i fibrynogenu (Fb) wg Millar i wsp. (4), warto$¢ he-
matokrytu (Ht), koncentracjg erytrocytow, leukocytow i obraz
biatokrwinkowy. W surowicy oznaczono stgzenie haptoglobi-
ny (Hp) wg Jones i Mould (2), biatko catkowite metoda biure-
towa oraz proteinogram na podstawie elektroforezy bibutowe;.

Pobieranie krwi przy uboju tucznikéw i uzyskanie surowicy
odpornosciowej wykonato Przedsigbiorstwo Pro Animali Sp.
z 0.0. Surowicg uzyskang od wszystkich immunizowanych tucz-
nikéw zmieszano, zabezpieczono fenolem w koncowej kon-
centracji 0,5% i przechowywano w 4°C przez 6 miesigcy, na-
stepnie filtrowano, kontrolowano jatowos¢ i rozlewano do bu-
telek szklanych o pojemnosci 250 lub 500 ml.

Procedura testu ELISA w celu wykrywania przeciwciat anty-
Haemophilus somnus — byta wzorowana na metodzie opraco-
wanej przez Stefaniaka (10) dla surowic bydlgcych. Antygen
fazy statej stanowil supernatant sonikatu H. somnus polskiego
szczepu nr 223, uzyskany wg Williams i wsp. (17). Jako drugie
przeciwciato zastosowano koniugat peroksydazowy przeciw-
ciat kroliczych anty-swinskiej [gG oraz przeciwciala monoklo-
nalne anty-IgM i anty-IgA $§wini (Serotec), wykrywane nastep-
nie koniugatem peroksydazowym przeciwciat kozich anty-1gG
myszy (Sigma).

Zebrany material liczbowy poddano analizie statystycznej
metoda jednoczynnikowej analizy wariancji z wykorzystaniem
pakietu statystycznego Statistica 6.0, a istotno$¢ roéznic osza-
cowano testem t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

Naryc. 1-3 przedstawiono narastanie przeciwcial anty-
H. somnus w poszczeg6lnych klasach immunoglobulin.

W poczatkowej fazie immunizacji obserwowano sto-
sunkowo niska reakcjg w klasie IgM, zblizona we wszyst-
kich grupach tucznikow (ryc. 1). U tucznikéw otrzymu-
jacych surowicg w okresie okotoodsadzeniowym, wyraz-
ny wzrost reakcji przeciwcial klasy IgM wystapit w 6.
tygodniu immunizacji. U tucznikow, ktore jako prosigta
nie otrzymaly surowicy, wzrost intensywnosci reakcji
nastapit juz po pierwszej dawce szczepionki, po czym
obserwowano tagodniejszy niz w poprzedniej podgru-
pie wzrost reakcji w kolejnych tygodniach. U tucz-
nikow kontrolnych przez caty okres obserwacji notowa-
no niewielkie wahania intensywnosci reakcji anty-H. som-
nus.

W obu grupach tucznikéw szczepionych stwierdzono
w rozcienczeniu surowic 1 : 100 wzrost intensywnosci
reakcji przeciwcial swoistych klasy IgG przez caty okres
immunizacji (ryc. 2). Wzrost byt wyzszy u tucznikow,
ktore jako prosigta otrzymaly surowicg anty-H. somnus.
Jednak w surowicach badanych w rozcienczeniu 1 : 1000
stwierdzono, ze tuczniki, ktore otrzymywaty surowice
jako prosigta, zareagowaly na szczepienie wzrostem in-
tensywnosci reakcji juz po pierwszej dawce szczepion-
ki, co moze wskazywaé na reakcje anamnestyczna.
Wzrost intensywnos$ci reakcji surowicy pozyskanej od
tucznikow nie zabezpieczonych surowica w okresie oko-
loodsadzeniowym obserwowano w klasie IgG dopiero
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Ryec. 1. Narastanie reakcji przeciwcial klasy IgM w toku im-
munizacji tucznikéw przeciw H. somnus

Objasnienia: sur+(1 : 100) i sur+(1 : 1000) — reakcja rozcienczo-
nej odpowiednio 1 : 100 lub 1 : 1000 surowicy tucznikow, ktore
otrzymatly surowice odpornosciowa anty-H. somnus jako prosig-
ta; sur-(1 : 100) i sur-(1 : 1000) — reakcja rozcienczonej odpo-
wiednio 1: 100 lub 1 : 1000 surowicy tucznikdw, ktore nie otrzy-
maly surowicy odporno$ciowej anty-H. somnus jako prosigta;
kontrolne 1: 1001 1 : 1000 — reakcja rozcienczonej odpowiednio
1:100 lub 1 : 1000 surowicy tucznikow kontrolnych
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Ryec. 2. Narastanie reakcji przeciwcial klasy IgG w toku im-
munizacji tucznikéw przeciw H. somnus
Objasnienia: jak na ryc. 1.

po drugiej dawce szczepionki. W obu grupach tuczni-
kow immunizowanych do konca okresu immunizacji
narastata intensywnosc¢ reakcji przeciwciat anty-H. som-
nus. U tucznikow kontrolnych wystgpowal nizszy poziom
przeciwcial reagujacych krzyzowo z antygenami H. som-
nus niz u zwierzat immunizowanych, ponadto w trakcie
doswiadczenia obserwowano u nich tylko niewielkie
wahania intensywnosci reakcji.

Tuczniki otrzymujace surowiceg jako prosigta wykaza-
ty nieco wyzsza intensywnos¢ reakcji przeciwcial anty-
H. somnus w klasie IgA niz pozostate grupy zwierzat
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Ryec. 3. Narastanie reakcji przeciwcial klasy IgA w toku im-
munizacji tucznikéw przeciw H. somnus
Objasnienia: jak na ryc. 1.

(ryc. 3). W wyniku immunizacji intensywno$¢ reakcji su-
rowic w rozcienczeniu 1 : 100 wzrastata do konca okre-
su obserwacji. U tucznikow, ktore nie byty zabezpiecza-
ne surowicg odpornosciowa w okresie okotoodsadzenio-
wym, obserwowano takze staly wzrost intensywnosci, ale
na nizszym poziomie niz w poprzedniej grupie. Tuczni-
ki kontrolne wykazywaly bardzo niska reakcj¢ anty-
-H. somnus, bez wahan w intensywnos$ci. W rozciencze-
niu 1 : 1000 poczatkowo odnotowano sladowa reakcje
w klasie IgA, cho¢ u tucznikow immunizowanych byta
ona nieco wyzsza niz u kontrolnych. Od 6. tygodnia im-
munizacji odnotowano nieznaczny wzrost intensywnos-
ci w grupach tucznikow immunizowanych i podobnie jak
w rozcienczeniu 1 : 100 silniej reagowaly zwierzgta otrzy-
mujace surowice anty-H. somnus w okresie okotoodsa-
dzeniowym.

W toku immunizacji obserwowano narastanie frakcji
y-globulinowej (9,2; 10,2; 15,8; 18 g x I'! przy kolej-
nych szczepieniach), w grupie kontrolnej poziomy te byty
nieco nizsze (odpowiednio: 8,9; 11,4;12,9116,2 g x 1'!).
Stwierdzone rdznice migdzy grupami nie byly jednak sta-
tystycznie istotne. Narastanie tej frakcji u wszystkich
zwierzat mozna interpretowac jako wynik stymulacji
przez antygeny srodowiska, a silniejszy wzrost y-globu-
lin u tucznikéw doswiadczalnych byt spowodowany
zwigkszeniem przez podanie szczepionki spektrum an-
tygendw, wobec ktorych wytwarzane byly przeciwciata.
Na istniejaca w stadzie infekcje subkliniczna moga wska-
zywac takze stosunkowo wysokie poziomy biatek ostrej
fazy (Hp 1 Fb), wahajace si¢ na pograniczu gornej grani-
cy normy i powyzej. W toku immunizacji stwierdzono
obnizenie si¢ poziomu Hp (z poczatkowej wartosci
1,11 g x 1" do 0,74 g x 1! przy uboju), co mimo ze nadal
wartosci tego biatka przekraczaty gorng granicg referen-
cyjna (0,6 g x 1), wskazuje na powrdt do normy. Z kolei
poziomy Fb byly nieco wyzsze u tucznikéw szczepio-
nych niz u kontrolnych przez caty okres obserwacji.
Podobna sytuacj¢ stwierdzono u cielat szczepionych
H. somnus w cielgtniku, w ktorym w trakcie immuniza-
cji wystgpowaly stany zapalne narzadu oddechowego
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(14). Znaczenie diagnostyczne Fb jako biatka ostrej fazy
u $win jest zdaniem niektérych badaczy ograniczone, co
zdaniem autoréw moze mie¢ zwiazek z szybka aktywa-
cja krzepnigcia, powodujaca zanizanie wynikow w czgs-
ci pobieranych probek krwi.

Nie stwierdzono znaczacych réznic migdzy tucznika-
mi immunizowanymi a kontrolnymi w zakresie pozosta-
tych ocenianych parametréw krwi. Poczatkowo koncen-
tracja leukocytow wyraznie przekraczala gorna granicg
normy ($rednio 32 tys./mm? u szczepionych i 30 tys./mm?’
u kontrolnych), co mogto by¢ spowodowane okresem
adaptacyjnym do nowych kojcow, w ktorych byly one
umieszczone na 2 tygodnie przed rozpoczgciem immu-
nizacji. W dalszym okresie obserwacji stwierdzono po-
wrét liczby leukocytow do wartosci prawidtowych.

Srednie tempo przyrostu masy ciala (5.-6. miesiac zy-
cia) tucznikow w obiekcie, gdzie przeprowadzono im-
munizacj¢ w $wietle danych pi§miennictwa (3, 16) nie
byto zbyt wysokie: 0,597 kg (ryc. 4). Niespodziewanie
odnotowano wyzszy przyrost masy ciata wsrdd zwierzat
immunizowanych (0,679 kg) w poréwnaniu do kontroli
(0,455 kg) i roznica ta byla statystycznie istotna przy
p < 0,05. Wynik ten mozna prébowa¢ thumaczy¢ tym,
ze w trakcie okresu obserwacji u tucznikow kontrol-
nych odnotowano wzrost reakcji przeciwcial w klasie
IgM i jednoczesny wzrost stezenia frakcji y-globulin,
co moze wskazywac¢ na przebycie przez nie subklinicz-
nej infekcji drobnoustrojem reagujacym krzyzowo
z H. somnus. Szczepienie tucznikéw do$wiadczalnych
uchronito je przed ta infekcja i zapobieglto zahamowaniu
tempa wzrostu. Poczyniono tez ciekawe obserwacje
w podgrupach (zwierzgta, ktore jako prosigta otrzymaty
surowice anty-H. somnus i nie) w obu kojcach. Otoz
w kojcu doswiadczalnym tuczniki, ktore jako prosigta
otrzymaty surowice odporno$ciowa, przyrastalty nieco
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Ryc. 4. Srednie tempo wzrostu tucznikéw w trakcie trwania
immunizacji (5.-6. miesigc zycia)

Objasnienia: D — tuczniki immunizowane ogdtem, Dd — tuczniki,
ktore dostaly surowicg odpornosciowa jako prosigta, Dk — tucz-
niki, ktére nie dostaty surowicy odpornosciowej jako prosi¢ta;
K —tuczniki kontrolne ogdtem, Kd — tuczniki, ktore dostaty suro-
wiceg odpornos$ciowa jako prosigta, Kk — tuczniki, ktore nie do-
staly surowicy odpornosciowej jako prosigta. Dane oznaczone
malymi réoznymi literami rdznia sig statystycznie istotnie przy
p < 0,05
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wolniej (0,669 kg) niz te, ktore z anty-
genem zetkngly si¢ po raz pierwszy
(0,687 kg). To wolniejsze tempo przy-

rostu masy ciala mozna probowaé thu- Jetej za 100%
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Tab. 1. Aktywnos$¢ przeciwcial anty-Haemophilus somnus w surowicy zbiorczej
oraz w surowicy prosiat przed i po podaniu surowicy odpornos$ciowej, w porow-
naniu do $redniej intensywnosci reakcji surowic tucznikéw immunizowanych, przy-

maczy¢ skutkami silniejszego pobudze-

lgG IgM IgA
nia odpowiedzi immunologicznej, co Badane surowice Rozcieficzenie J | g/ | g
mogto by¢ zwiazane z wyzszymi steze- _ .
niami niektorych cytokin, mogacych Srodria reakei — (absorbancja) 1: 100 (11,07;) ([:':é‘) ([:’g[f)
: I reania reakcja surowicy tucznikow

negatywnie wplywac na apetyt (1). | ren S o e g (absorbancja) 1:1000 | (1,11) | (0,37) | (0.16)
Odwrotna tendencje zaobserwowano 100 100 100
W liOchutkontrpl(l}’lylr(l:.’ Tam lieple_] pr.zil- Zbiorcza surowica konserwowana 1:100 115,96 86,21 114,11
rastaty tuczniki, KiOre jako prosicta jepqiem 1:1000 77,39 | 42,70 53,13
otrzymaly surowicg (0,482 kg). Te Prosieta 3 d daniu 3 ml
osobniki, ktére nie byty dodatkowo za- | 08'¢:2 @ fni PO podaniti ¢ m 1:100 37,13 20,73 25,09

. . surowicy odpornosciowej (n = 2)
bezpieczone w czasie odchowu przy : - :
matkach, przyrastaty wolniej (0,444 kg), :’nro_slg)ta D ) L) 1:100 12,28 10,00 25,83
co moze by¢ skutkiem wigkszego ob- -

cigzenia uktadu immunologicznego

w pierwszych tygodniach zycia, co spowodowato, jak si¢
wydaje, obnizenie tempa przyrostoéw masy ciata w poz-
niejszym okresie.

W tab. 1 poréwnano $rednig intensywnos$¢ reakcji su-
rowic tucznikOw immunizowanych H. somnus z inten-
sywnoscia zbiorczej surowicy odpornosciowe] uzyska-
nej z krwi pobranej przy uboju i surowicy prosiat zabez-
pieczanych ta surowica. Konserwacja surowicy fenolem
spowodowata niewielki spadek jej aktywnosci wobec
sonikatu H. somnus w tescie ELISA we wszystkich ana-
1izowanych klasach przeciwciat. U prosiat przed poda-
niem surowicy wystgpowata niewielka reakcja, wynika-
jaca, jak si¢ wydaje, z krzyzowej aktywnos$ci przeciw-
ciat siarowych wchtonigtych z przewodu pokarmowego
w okresie wchtaniania immunoglobulin, a pochodzacych
zreakcji loch na antygeny bakterii Gram-ujemnych obec-
nych w §rodowisku fermy. Po trzech dniach po podskor-
nym podaniu prosigtom surowicy odpornos$ciowej doszto
do okoto trzykrotnego wzrostu intensywnosci reakcji
swoistej w klasie IgG, okoto dwukrotnego wzrostu w kla-
sie IgM 1 nie zaobserwowano istotnej zmiany aktywnos-
ci przeciwciat klasy IgA. Mozna przypuszczaé, ze wyni-
kato to z szybkiego transportu IgA na btony §luzowe pro-
sigcia.

Podsumowanie

Wykazano, ze w wyniku immunizacji wyzsza inten-
sywno$¢ reakcji swoistej uzyskuja tuczniki, ktore jako
prosigta otrzymywaly surowicg odpornosciowa anty-
-H. somnus. Ponadto w odpowiedzi humoralnej tej gru-
py obserwowano bardzo wczesny wzrost przeciwciat kla-
sy IgG, (w przeciwienstwie do tucznikdw nie zabezpie-
czanych wczesniej surowica anty-H. somnus) co sugeru-
je anamnestyczny charakter odpowiedzi immunologicz-
nej. To zjawisko pozwala domniemywac, ze u prosiat za-
bezpieczanych surowica anty-H. somnus dochodzito do
rozpoznawania idiotypow swoistych wobec antygenow
H. somnus, pobudzenia reakcji ,,sieci antyidiotypowe;j”
1 stymulacji klonow limfocytow B posiadajacych idioty-
py swoiste dla antygenow H. somnus. W podsumowaniu
mozna stwierdzi¢, ze produkcja swinskiej surowicy od-
pornosciowej anty-H. somnus nie odbija si¢ niekorzyst-
nie na wynikach tuczu. Uzyskiwana surowica osiaga wy-
sokie miana i moze by¢ stosowana u prosiat, co potwier-

dzaja wyniki wstepnych badan pilotazowych (7). Swo-
ista immunoprofilaktyka przeciwko patogenowi nieswo-
istemu dla gatunku nie przeszkadza ponadto w serolo-
gicznym kontrolowaniu szlakéw rozprzestrzeniania si¢
naturalnych infekcji.
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