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Using native and inactivated leukotoxin Mannheimia haemolytica in specific immunoprophylaxis
of sheep’s respiratory syndrome

Summary

The purpose of this study was to compare the immunostimulating properties and prophylactic effects of
native M. haemolytica leukotoxin (Lkt) which was inactivated by formaldehyde and glutaraldehyde. The
study also estimated the neutralizing properties of antibodies induced by different forms of Lkt and their
protective effects on experimental challenge in sheep. The results of the study suggest that the inactivation
procedure has an important effect on immunogenic obtained toxins. Vaccines used in the immunized animals
demonstrated an immunogenic presence which was observed in an increase of the specific antibody titers in
sera following immunization. An increase in the neutralizing properties of antibodies contained in the sera of
animals immunized by Lkt was also observed. The obtained results indicate the possibility of a more effective
use of M. haemolytica Lkt isolated from bovine respiratory syndrome as a subunit of the vaccines already

used in immunoprophylaxis of this disease in sheep.
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Syndrom oddechowy przezuwaczy stanowi bardzo
istotny problem zdrowotny w stadach bydta opasowe-
go 1 owiec. Czynnikami zakaznymi powszechnie izo-
lowanymi z ptuc tych zwierzat sa r6zne serotypy Mann-
heimia haemolytica. W wigkszos$ci przypadkéw cho-
rob ptuc bydta opasowego w kraju dominuje serotyp 1
tego drobnoustroju (15). U owiec, bez wzgledu na re-
gion geograficzny, stwierdza si¢ serotyp 2 oraz 1, 5, 6
18(8,9).

W stosowanych metodach immunoprofilaktyki swo-
istej u bydta wykorzystywane sa szczepionki oparte
na réznych czynnikach wirulencji M. haemolytica,
wsrod ktorych najwigksze znaczenie przypisuje sig
leukotoksynie (Lkt). Zdolnos¢ szczepdw do produkcji
tej toksyny uznawana jest za jedna z glownych cech
patogennosm M. haemolytica 1 dotyczy wszystkich
szczepOw uczestniczacych w etiopatogenezie syndro-
mu (3). Dostepne na rynku preparaty komercyjne opra-
cowane zostaty w celu zastosowania ich w profilakty-
ce syndromu oddechowego u bydta. Brak w aktualne;j
ofercie szczepionek przeznaczonych do zapobiegania
chorobom uktadu oddechowego owiec spowodowat,

* Badania finansowane w ramach projektu KBN nr 3P06K01624.

ze w immunoprofilaktyce syndromu, w ktorym uczest-
niczy M. haemolytica, wykorzystywane sa preparaty
przeznaczone dla bydta, chociaz ich skutecznos¢
u owiec nie zostata dotychczas potwierdzona do§wiad-
czalnie.

w dostqpnych aktualnie szczepionkach wykorzystu-
je sig najczescie] toksoidy 1naktywowane aldehydami.
W efekcie ich dziatania nastgpuje zmiana konforma-
cji biatek, ktora pociaga za soba utratg aktywnosci bio-
logicznej z mozliwa, rownoczesna utratag immunogen-
nosci. Odmienne oddziatywanie aldehydoéw na pozio-
mie czasteczkowym na inaktywowana toksyng wyma-
ga poszukiwan preparatu, ktory, znoszac dziatanie bio-
logiczne, w minimalnym stopniu naruszy struktury
immunogenne biatka. W grupie aldehydow stosowa-
nych do produkcji toksoidow, poza formaldehydem,
zachgcajace wlasciwosci posiada aldehyd glutarowy
— dialdehyd dziatajacy za pomoca niezwykle trwatych
wiazan krzyzowych z grupami sulfthydrylowymi, kar-
boksylowymi i aminowymi biatek.

Ze wzgledu na udokumentowane wtasciwosci im-
munogenne natywnej Lkt i potwierdzone mozliwosci
jej wykorzystania w immunoprofilaktyce syndromu
oddechowego, a takze fragmentaryczne dane dotycza-
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ce wilasciwosci immunogennych, w tym indukcji
ochronnego poziomu przeciwciat swoistych oraz moz-
liwosci wykorzystania inaktywowanych aldehydaml
form Lkt u owiec, za cel badan przyjgto: poréwnanie
wiasciwosci immunostymulacyjnych oraz oceng efek-
tywnosci profilaktycznej w warunkach terenowych Lkt
inaktywowanej aldehydem formylowym lub aldehy-
dem glutarowym, Lkt natywnej i komercyjnej szcze-
pionki Mabovac (Impfstoffwerk Dessau-Tornau
GmbH, Niemcy); oceng neutralizujacych wtasciwosci
przemwc:la% skierowanych przeciwko Lkt; oceng efek-
tu ochronnego przeciwciat 1ndukowanych Lkt w za-
leznosci od metod jej inaktywacji przy zakazeniach
eksperymentalnych M. haemolytica u jagniat.

Materiat i metody

Leukotoksyng uzyskano zmodyfikowana metoda Clin-
kenbeard 1 wsp. (5). Inaktywacje¢ przeprowadzono przy
uzyciu formaliny i aldehydu glutarowego wg Le Buanec
i Bizzini (10). Material do immunizacji jagniat przygoto-
wano wg Confer i wsp. (6). Jedna dawka szczepionki o ob-
jetosci 2 ml zawierata 1 ml zawiesiny Lkt (natywna, inak-
tywowana formaldehydem, inaktywowana aldehydem glu-
tarowym), o koncentracji 10 pg ml™ oraz 1 ml wodorotlen-
ku glinu. Zwierzgta szczepiono dwukrotnie w odstegpie
dwoch tygodni, w iniekcjach s.c. wykonanych w fald szyj-
ny. Badania wykonano na 25 jagnigtach rasy polskiej ni-
zinnej, w wieku okoto 3 miesigcy, podzielonych na 5 grup
doswiadczalnych. Jagnigta gupy I otrzymaty natywna Lkt ,
grupy Il — Lkt inaktywowang formaldehydem, grupy III —
Lkt inaktywowang glutaraldehydem, grupy IV — szczepion-
ke Mabovac, natomiast jagni¢tom grupy V — kontrolnej,
podano rozcienczony dwukrotnie adiuwant.

Krew do badan pobierano z zyly szyjnej zewngtrznej
w dniach podania szczepionki, a nastgpnie: 7, 14, 21, 28,
35142 dni po pierwszej iniekcji. Uzyskane wedtug stan-
dardowych metod surowice przechowywano w temp.
-80°C.

Szczepione jagnigta poddano probie challenge w celu
okreslenia efektu ochronnego w warunkach in vivo. Zwie-
rzgta zakazono dotchawiczo, cztery tygodnie po drugim
szczepieniu (42. dzien doswiadczenia). Jako inokulum wy-
korzystano terenowy szczep M. haemolytica serotyp 2 (ko-
lekcja wiasna) o koncentracji 1 x 108 jtk ml™! PBS w ilosci
5 ml na zwierzg (12). Eutanazjg jagniat wykonano w 50.
dniu doswiadczenia, tj. 8 dni po zakazeniu poprzez dozyl-
na iniekcj¢ pentobarbitalu
w dawce 20 mg/kg m.c.

Podstawa do okreslenia V& Conloniwsp. (1991)
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tano 5-stopniowa (0-4) skalg Blanchard-Channell i wsp. (1)
(tab. 2). Dodatkowo z wycinkow ptuc sekcjonowanych
zwierzat wykonano i oceniano preparaty histopatologiczne.

Oceng koncentracji przeciwciat swoistych wykonano
testem ELISA wg Bowersock i wsp. (2), na podstawie ana-
lizy absorbancji surowic uzyskanych od zwierzat immuni-
zowanych réznymi formami Lkt. Oceng wlasciwosci
ochronnych przeciwciat surowiczych uzyskanych od szcze-
pionych zwierzat wykonano testem MTT wg Vega i wsp.
(14). W tescie zastosowano leukocyty bydlgce zdrowych
zwierzat (4).

Obliczenia statystyczne wykonano przy wykorzystaniu
programu Statistica 6.0. W poréwnaniu zmian pomigdzy
grupami zastosowano jednokierunkowa analiz¢ wariancji
(ANOVA), z klasycznym testem Fishera. W przypadku
odrzucenia hipotezy orzekajacej brak rdznic miedzy $red-
nimi w grupach, zastosowano test istotnosci Tukeya. Do
oceny zmian w grupach zastosowano test t-Studenta dla
zmiennych zaleznych.

Wyniki i omowienie

Stan kliniczny jagniat nieszczepionych, poddanych
eksperymentalnemu zakazeniu oceniono na 3 punkty
wg skali Conlon 1 wsp. (7). U wszystkich zwierzat tej
grupy obserwowano kaszel, wyptyw z nosa, dusznos¢
10godlne ostabienie. W grupach zwierzat szczepionych,
odchylenia od prawidlowego stanu klinicznego doty-
czyly jedynie obecnosci stabo nasilonego wyptywu
z nosa, ktory oceniono na 0,5 punktu. W trakcie trwa-
nia doswiadczenia nie zaobserwowano miejscowych
oraz og6lnych skutkéw ubocznych wynikajacych z za-
stosowania preparatéw szczepionkowych.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ze
zastosowane preparaty we Wszystklch uzytych formach
miaty zachowana immunogennos$¢, o czym $wiadcza
wysokie miana swoistych przeciwcial powstatych po
immunizacji jagniat. W efekcie szczepienia obserwo-
wano wzrost absorbancji przeciwciat do 14. dnia po
pierwszym podaniu antygendéw (ryc. 1). Regula ta nie
dotyczyta zwierzat szczepionych szczepionka Mabo-
vac (gr. IV), ktoéra indukowala wzrost absorbancji
w 7. dniu eksperymentu, utrzymujacy si¢ na statym po-
ziomie w kolejnym pobraniu krwi. Powtérna dawka
szczepionek podanych 14. dnia eksperymentu powo-
dowata wzrost absorbancji, ktora osiagata najwyzsze

Tab. 1. Punktowa ocena stanu klinicznego Tab. 2. Punktowa ocena zmian anatomopatolo-

gicznych widocznych w badaniu post mortem wg

efektu ochronnego przepro- | punkiy Objawy

Blanchard-Channel i wsp. (1987)

wadzonych szczepien byta
zarOWwno ocena przyzycio-
wa, jak tez anatomopatolo-
giczne badanie jagniat pod- | 1,0
danych zakazeniu. W oce-
nie przyzyciowej analizo- | g5
wano objawy kliniczne wg | 0,5
5-punktowej skali Conlon | 4
i wsp. (7) (tab. 1). W oce-
nie post mortem wykorzys-

0,5 |Kaszel
0,5 | Wyptyw z nosa
Duszno$é

Brak apetytu

Ostabienie, sennos$é

1,0 |Brak reakcji na bodZce

- nieche¢ spozywania paszy objetoSciowj
- nieche¢ spozywania paszy tresciwej

Punkty

0 Brak zmian

Odsetkowy udziat zmian w ptucach

1 < 25% zmian w jednym ptacie

25%-75% zmian w jednym ptacie

2 lub < 25% zmian w co najmniej dwdch ptatach

> 75% zmian w jednym ptacie
lub 25%-75% zmian w co najmniej dwdch ptatach

4 |> 75% zmian w co najmniej dwéch ptatach
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jacych (formaldehyd i aldehyd glutaro-
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wy), oba toksoidy zachowuja poréwny-
walne wlasciwos$ci immunogenne.
Wykorzystanie Lkt w immunizacji
z oczywistych wzgledow nie zapobiega
zakazeniom wywolywanym przez sero-
typy M. haemolytica uczestniczace w pa-
tologii chordb ptuc przezuwaczy. Neu-
tralizujace wlasciwosci przeciwciat skie-
rowanych przeciwko Lkt zapewniaja na
ogot zahamowanie biologicznego od-
dziatywania toksyny, a tym samym roz-
woj klinicznego procesu chorobowego

Ryc. 1. WartoS$ci absorbancji surowic szczepionych jagniat (x £ SEM)
Objasnienia: *statystycznie istotna roznica (p<<0,05) w poréwnaniu do dnia 0. eks-

perymentu, w poszczegdlnych grupach do§wiadczalnych

warto$ci w 21. dniu do§wiadczenia. W pozniejszym
okresie, tj. od 28. dnia wykazano spadek absorbancji,
utrzymujacy si¢ do 42. dnia po pierwszym podaniu an-
tygendw. Wartosci absorbancji w poszczegolnych gru-
pach szczepionych zwierzat miaty zblizony charakter.
Zaobserwowano istotnie wyzsze warto$ci absorbancji
we wszystkich grupach doswiadczalnych w poréwna-
niu do kontroli od 7. dnia do kofca eksperymentu. War-
to$ci absorbancji we wszystkich dniach do§wiadcze-
nia uzyskane dla kazdej szczepionej grupy zwierzat
byly istotnie wyzsze od wartosci oznaczonej w dniu
pierwszego podania antygenow (p < 0,05).

Uzyskane wyniki nie wykazaly istotnych rdznic
w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanej szczepionki.
W odniesieniu do natywnej i inaktywowanej formal-
dehydem Lkt potwierdzono rezultaty wczesniejszych
badan (5). Brak natomiast w dostgpnym piSmiennic-
twie informacji na temat efektywnosci immunogen-
nej toksoidow Lkt po inaktywacji aldehydem glutaro-
wym. Wyniki zaprezentowanych badan wskazuja, ze
niezaleznie od zastosowanych czynnikow inaktywu-
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Ryec. 2. Neutralizujace wlasciwoSci przeciwcial surowiczych
jagniat w stosunku do Lkt (test MTT) (x = SEM)
Objasnienia: *statystycznie istotna roznica (p<0,05) w poréwna-
niu do dnia 0. eksperymentu w poszczegdlnych grupach do§wiad-
czalnych; **statystycznie istotna réznica (p<0,05) w poréwnaniu
do grupy kontrolnej (gr. V) w kolejnych dniach eksperymentu

(11). W wykonanym tescie MTT po-
twierdzono istotnie podwyzszone zdol-
nosci neutralizujace przeciwcial zawar-
tych w surowicy szczepionych zwierzat
doswiadczalnych w stosunku do Lkt,
zarowno w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak i do
warto$ci przed szczepieniem. Najwyzszym efektem
ochronnym charakteryzowaly si¢ surowice zwierzat
szczepionych Lkt inaktywowana formaldehydem
(gr. IT). Nieco nizsze warto$ci uzyskano w surowicach
zwierzat szczepionych Lkt natywna (gr. I). Nizsze
wartosci uzyskano w odniesieniu do surowic zwierzat
immunizowanych preparatem Mabovac (63,45%) oraz
Lkt inaktywowang aldehydem glutarowym (gr. III —
58,75%). Sredni odsetek komorek chronionych neu-
tralizujacym dziataniem przeciwciat uzyskanych
w grupach szczepionych Lkt natywna oraz inaktywo-
wang formaldehydem byl istotnie wyzszy od wartos$ci
uzyskanych dla surowic uzyskanych od zwierzat szcze-
pionych Lkt inaktywowana glutaraldehydem, co ilus-
truje ryc. 2. Dziatanie przeciwciat neutralizacyjnych,
blokujace cytotoksyczny efekt natywnej formy Lkt
w stosunku do granulocytéw oboj¢tnochtonnych in
vitro oraz ich wysoki poziom, nie sa rbwnoznaczne
zuzyskaniem protekcji u szczepionych zwierzat. Dla-
tego tez skutecznos¢ przygotowanych we wtasnym za-
kresie antygenow szczepionkowych zostata oceniona
w probie challenge, szczepionych wcze$niej zwierzat.

Wykonana post mortem analiza makroskopowa ptuc,
pochodzacych od zwierzat szczepionych oraz jagniat
grupy kontrolnej wykazata w zastosowanej punktowe;j
ocenie zmian anatomopatologicznych istotne roznice.
Phluca zwierzat nleszczeplonych poddanych zakaze-
niu wykazywaty zmiany patologiczne obejmujace
> 75% tkanki plucnej, co najmniej dwoch ptatow, co
odpowiadato wartosci 4 w S-punktowej skali. U zwie-
rzat szczepionych obserwowane zmiany obejmowaty
< 25% tkanki jednego ptata, co odpowiadato 1 punk-
towi skali.

W preparatach histopatologicznych ptuc, pochodza-
cych od zwierzat szczepionych i zakazonych ekspery-
mentalnie, zmiany dotyczyty oskrzeli, oskrzelikow
oraz przestrzeni okotooskrzelowej. Cato$¢ obserwo-
wanych zmian miata charakter ostrego zapalenia
oskrzeli z tendencja do zajecia procesem przyleglej
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tkanki okotooskrzelowej (peribronchitis). Analiza
porownawcza zmian tkanki ptucnej uzyskiwanej od
zwierzat, ktore szczepiono réznymi preparatami nie
wykazala réznic ani w charakterze, ani w stopniu
zaawansowania. Najwyzszy stopien nasilenia zmian
obserwowano w grupie zwierzat nieszczepionych.
Analizowany obraz mikroskopowy wskazywal na
ostre, odoskrzelowe, niezytowe zapalenie ptuc (bron-
chopneumonia catarrhalis acuta). Uwzglednienie
zmian makro- i mikroskopowych u jagniat grup bada-
nych potwierdzito istotny udziat przeciwcial neutrali-
zujacych w ograniczeniu patologii powodowanej przez
Lkt. Uzyskane wyniki stanowia potwierdzenie obser-
wacji dotyczacych rozwoju zakazen zarowno po szcze-
pieniach pelna, zywa komorka M. haemolytica, jak
1 immunogennymi preparatami podjednostkowymi
wykorzystujacymi, migdzy innymi, Lkt (7, 13).
Uzyskane wyniki wskazuja, ze anatoksyna Lkt ze
szczepOw M. haemolytica izolowanych od bydta, in-
dukuje skuteczna odpowiedZ immunologiczna u jag-
niat, co sugeruje mozliwo$¢ jej zastosowania jako
antygenu szczepionkowego u tego gatunku przezuwa-
czy.
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