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Syndrom oddechowy prze¿uwaczy stanowi bardzo
istotny problem zdrowotny w stadach byd³a opasowe-
go i owiec. Czynnikami zaka�nymi powszechnie izo-
lowanymi z p³uc tych zwierz¹t s¹ ró¿ne serotypy Mann-
heimia haemolytica. W wiêkszo�ci przypadków cho-
rób p³uc byd³a opasowego w kraju dominuje serotyp 1
tego drobnoustroju (15). U owiec, bez wzglêdu na re-
gion geograficzny, stwierdza siê serotyp 2 oraz 1, 5, 6
i 8 (8, 9).

W stosowanych metodach immunoprofilaktyki swo-
istej u byd³a wykorzystywane s¹ szczepionki oparte
na ró¿nych czynnikach wirulencji M. haemolytica,
w�ród których najwiêksze znaczenie przypisuje siê
leukotoksynie (Lkt). Zdolno�æ szczepów do produkcji
tej toksyny uznawana jest za jedn¹ z g³ównych cech
patogenno�ci M. haemolytica i dotyczy wszystkich
szczepów uczestnicz¹cych w etiopatogenezie syndro-
mu (3). Dostêpne na rynku preparaty komercyjne opra-
cowane zosta³y w celu zastosowania ich w profilakty-
ce syndromu oddechowego u byd³a. Brak w aktualnej
ofercie szczepionek przeznaczonych do zapobiegania
chorobom uk³adu oddechowego owiec spowodowa³,

¿e w immunoprofilaktyce syndromu, w którym uczest-
niczy M. haemolytica, wykorzystywane s¹ preparaty
przeznaczone dla byd³a, chocia¿ ich skuteczno�æ
u owiec nie zosta³a dotychczas potwierdzona do�wiad-
czalnie.

W dostêpnych aktualnie szczepionkach wykorzystu-
je siê najczê�ciej toksoidy inaktywowane aldehydami.
W efekcie ich dzia³ania nastêpuje zmiana konforma-
cji bia³ek, która poci¹ga za sob¹ utratê aktywno�ci bio-
logicznej z mo¿liw¹, równoczesn¹ utrat¹ immunogen-
no�ci. Odmienne oddzia³ywanie aldehydów na pozio-
mie cz¹steczkowym na inaktywowan¹ toksynê wyma-
ga poszukiwañ preparatu, który, znosz¹c dzia³anie bio-
logiczne, w minimalnym stopniu naruszy struktury
immunogenne bia³ka. W grupie aldehydów stosowa-
nych do produkcji toksoidów, poza formaldehydem,
zachêcaj¹ce w³a�ciwo�ci posiada aldehyd glutarowy
� dialdehyd dzia³aj¹cy za pomoc¹ niezwykle trwa³ych
wi¹zañ krzy¿owych z grupami sulfhydrylowymi, kar-
boksylowymi i aminowymi bia³ek.

Ze wzglêdu na udokumentowane w³a�ciwo�ci im-
munogenne natywnej Lkt i potwierdzone mo¿liwo�ci
jej wykorzystania w immunoprofilaktyce syndromu
oddechowego, a tak¿e fragmentaryczne dane dotycz¹-
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ce w³a�ciwo�ci immunogennych, w tym indukcji
ochronnego poziomu przeciwcia³ swoistych oraz mo¿-
liwo�ci wykorzystania inaktywowanych aldehydami
form Lkt u owiec, za cel badañ przyjêto: porównanie
w³a�ciwo�ci immunostymulacyjnych oraz ocenê efek-
tywno�ci profilaktycznej w warunkach terenowych Lkt
inaktywowanej aldehydem formylowym lub aldehy-
dem glutarowym, Lkt natywnej i komercyjnej szcze-
pionki Mabovac (Impfstoffwerk Dessau-Tornau
GmbH, Niemcy); ocenê neutralizuj¹cych w³a�ciwo�ci
przeciwcia³ skierowanych przeciwko Lkt; ocenê efek-
tu ochronnego przeciwcia³ indukowanych Lkt w za-
le¿no�ci od metod jej inaktywacji przy zaka¿eniach
eksperymentalnych M. haemolytica u jagni¹t.

Materia³ i metody
Leukotoksynê uzyskano zmodyfikowan¹ metod¹ Clin-

kenbeard i wsp. (5). Inaktywacjê przeprowadzono przy
u¿yciu formaliny i aldehydu glutarowego wg Le Buanec
i Bizzini (10). Materia³ do immunizacji jagni¹t przygoto-
wano wg Confer i wsp. (6). Jedna dawka szczepionki o ob-
jêto�ci 2 ml zawiera³a 1 ml zawiesiny Lkt (natywna, inak-
tywowana formaldehydem, inaktywowana aldehydem glu-
tarowym), o koncentracji 10 µg ml�1 oraz 1 ml wodorotlen-
ku glinu. Zwierzêta szczepiono dwukrotnie w odstêpie
dwóch tygodni, w iniekcjach s.c. wykonanych w fa³d szyj-
ny. Badania wykonano na 25 jagniêtach rasy polskiej ni-
zinnej, w wieku oko³o 3 miesiêcy, podzielonych na 5 grup
do�wiadczalnych. Jagniêta gupy I otrzyma³y natywn¹ Lkt ,
grupy II � Lkt inaktywowan¹ formaldehydem, grupy III �
Lkt inaktywowan¹ glutaraldehydem, grupy IV � szczepion-
kê Mabovac, natomiast jagniêtom grupy V � kontrolnej,
podano rozcieñczony dwukrotnie adiuwant.

Krew do badañ pobierano z ¿y³y szyjnej zewnêtrznej
w dniach podania szczepionki, a nastêpnie: 7, 14, 21, 28,
35 i 42 dni po pierwszej iniekcji. Uzyskane wed³ug stan-
dardowych metod surowice przechowywano w temp.
�80°C.

Szczepione jagniêta poddano próbie challenge w celu
okre�lenia efektu ochronnego w warunkach in vivo. Zwie-
rzêta zaka¿ono dotchawiczo, cztery tygodnie po drugim
szczepieniu (42. dzieñ do�wiadczenia). Jako inokulum wy-
korzystano terenowy szczep M. haemolytica serotyp 2 (ko-
lekcja w³asna) o koncentracji 1 × 108 jtk ml�1 PBS w ilo�ci
5 ml na zwierzê (12). Eutanazjê jagni¹t wykonano w 50.
dniu do�wiadczenia, tj. 8 dni po zaka¿eniu poprzez do¿yl-
n¹ iniekcjê pentobarbitalu
w dawce 20 mg/kg m.c.

Podstaw¹ do okre�lenia
efektu ochronnego przepro-
wadzonych szczepieñ by³a
zarówno ocena przy¿ycio-
wa, jak te¿ anatomopatolo-
giczne badanie jagni¹t pod-
danych zaka¿eniu. W oce-
nie przy¿yciowej analizo-
wano objawy kliniczne wg
5-punktowej skali Conlon
i wsp. (7) (tab. 1). W oce-
nie post mortem wykorzys-

tano 5-stopniow¹ (0-4) skalê Blanchard-Channell i wsp. (1)
(tab. 2). Dodatkowo z wycinków p³uc sekcjonowanych
zwierz¹t wykonano i oceniano preparaty histopatologiczne.

Ocenê koncentracji przeciwcia³ swoistych wykonano
testem ELISA wg Bowersock i wsp. (2), na podstawie ana-
lizy absorbancji surowic uzyskanych od zwierz¹t immuni-
zowanych ró¿nymi formami Lkt. Ocenê w³a�ciwo�ci
ochronnych przeciwcia³ surowiczych uzyskanych od szcze-
pionych zwierz¹t wykonano testem MTT wg Vega i wsp.
(14). W te�cie zastosowano leukocyty bydlêce zdrowych
zwierz¹t (4).

Obliczenia statystyczne wykonano przy wykorzystaniu
programu Statistica 6.0. W porównaniu zmian pomiêdzy
grupami zastosowano jednokierunkow¹ analizê wariancji
(ANOVA), z klasycznym testem Fishera. W przypadku
odrzucenia hipotezy orzekaj¹cej brak ró¿nic miêdzy �red-
nimi w grupach, zastosowano test istotno�ci Tukeya. Do
oceny zmian w grupach zastosowano test t-Studenta dla
zmiennych zale¿nych.

Wyniki i omówienie
Stan kliniczny jagni¹t nieszczepionych, poddanych

eksperymentalnemu zaka¿eniu oceniono na 3 punkty
wg skali Conlon i wsp. (7). U wszystkich zwierz¹t tej
grupy obserwowano kaszel, wyp³yw z nosa, duszno�æ
i ogólne os³abienie. W grupach zwierz¹t szczepionych,
odchylenia od prawid³owego stanu klinicznego doty-
czy³y jedynie obecno�ci s³abo nasilonego wyp³ywu
z nosa, który oceniono na 0,5 punktu. W trakcie trwa-
nia do�wiadczenia nie zaobserwowano miejscowych
oraz ogólnych skutków ubocznych wynikaj¹cych z za-
stosowania preparatów szczepionkowych.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono, ¿e
zastosowane preparaty we wszystkich u¿ytych formach
mia³y zachowan¹ immunogenno�æ, o czym �wiadcz¹
wysokie miana swoistych przeciwcia³ powsta³ych po
immunizacji jagni¹t. W efekcie szczepienia obserwo-
wano wzrost absorbancji przeciwcia³ do 14. dnia po
pierwszym podaniu antygenów (ryc. 1). Regu³a ta nie
dotyczy³a zwierz¹t szczepionych szczepionk¹ Mabo-
vac (gr. IV), która indukowa³a wzrost absorbancji
w 7. dniu eksperymentu, utrzymuj¹cy siê na sta³ym po-
ziomie w kolejnym pobraniu krwi. Powtórna dawka
szczepionek podanych 14. dnia eksperymentu powo-
dowa³a wzrost absorbancji, która osi¹ga³a najwy¿sze

Tab. 1. Punktowa ocena stanu klinicznego
wg Conlon i wsp. (1991)

Tab. 2. Punktowa ocena zmian anatomopatolo-
gicznych widocznych w badaniu post mortem wg
Blanchard-Channel i wsp. (1987)
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warto�ci w 21. dniu do�wiadczenia. W pó�niejszym
okresie, tj. od 28. dnia wykazano spadek absorbancji,
utrzymuj¹cy siê do 42. dnia po pierwszym podaniu an-
tygenów. Warto�ci absorbancji w poszczególnych gru-
pach szczepionych zwierz¹t mia³y zbli¿ony charakter.
Zaobserwowano istotnie wy¿sze warto�ci absorbancji
we wszystkich grupach do�wiadczalnych w porówna-
niu do kontroli od 7. dnia do koñca eksperymentu. War-
to�ci absorbancji we wszystkich dniach do�wiadcze-
nia uzyskane dla ka¿dej szczepionej grupy zwierz¹t
by³y istotnie wy¿sze od warto�ci oznaczonej w dniu
pierwszego podania antygenów (p < 0,05).

Uzyskane wyniki nie wykaza³y istotnych ró¿nic
w zale¿no�ci od rodzaju zastosowanej szczepionki.
W odniesieniu do natywnej i inaktywowanej formal-
dehydem Lkt potwierdzono rezultaty wcze�niejszych
badañ (5). Brak natomiast w dostêpnym pi�miennic-
twie informacji na temat efektywno�ci immunogen-
nej toksoidów Lkt po inaktywacji aldehydem glutaro-
wym. Wyniki zaprezentowanych badañ wskazuj¹, ¿e
niezale¿nie od zastosowanych czynników inaktywu-

j¹cych (formaldehyd i aldehyd glutaro-
wy), oba toksoidy zachowuj¹ porówny-
walne w³a�ciwo�ci immunogenne.

Wykorzystanie Lkt w immunizacji
z oczywistych wzglêdów nie zapobiega
zaka¿eniom wywo³ywanym przez sero-
typy M. haemolytica uczestnicz¹ce w pa-
tologii chorób p³uc prze¿uwaczy. Neu-
tralizuj¹ce w³a�ciwo�ci przeciwcia³ skie-
rowanych przeciwko Lkt zapewniaj¹ na
ogó³ zahamowanie biologicznego od-
dzia³ywania toksyny, a tym samym roz-
wój klinicznego procesu chorobowego
(11). W wykonanym te�cie MTT po-
twierdzono istotnie podwy¿szone zdol-
no�ci neutralizuj¹ce przeciwcia³ zawar-
tych w surowicy szczepionych zwierz¹t
do�wiadczalnych w stosunku do Lkt,

zarówno w porównaniu do grupy kontrolnej, jak i do
warto�ci przed szczepieniem. Najwy¿szym efektem
ochronnym charakteryzowa³y siê surowice zwierz¹t
szczepionych Lkt inaktywowan¹ formaldehydem
(gr. II). Nieco ni¿sze warto�ci uzyskano w surowicach
zwierz¹t szczepionych Lkt natywn¹ (gr. I). Ni¿sze
warto�ci uzyskano w odniesieniu do surowic zwierz¹t
immunizowanych preparatem Mabovac (63,45%) oraz
Lkt inaktywowan¹ aldehydem glutarowym (gr. III �
58,75%). �redni odsetek komórek chronionych neu-
tralizuj¹cym dzia³aniem przeciwcia³ uzyskanych
w grupach szczepionych Lkt natywn¹ oraz inaktywo-
wan¹ formaldehydem by³ istotnie wy¿szy od warto�ci
uzyskanych dla surowic uzyskanych od zwierz¹t szcze-
pionych Lkt inaktywowan¹ glutaraldehydem, co ilus-
truje ryc. 2. Dzia³anie przeciwcia³ neutralizacyjnych,
blokuj¹ce cytotoksyczny efekt natywnej formy Lkt
w stosunku do granulocytów obojêtnoch³onnych in
vitro oraz ich wysoki poziom, nie s¹ równoznaczne
z uzyskaniem protekcji u szczepionych zwierz¹t. Dla-
tego te¿ skuteczno�æ przygotowanych we w³asnym za-
kresie antygenów szczepionkowych zosta³a oceniona
w próbie challenge, szczepionych wcze�niej zwierz¹t.

Wykonana post mortem analiza makroskopowa p³uc,
pochodz¹cych od zwierz¹t szczepionych oraz jagni¹t
grupy kontrolnej wykaza³a w zastosowanej punktowej
ocenie zmian anatomopatologicznych istotne ró¿nice.
P³uca zwierz¹t nieszczepionych, poddanych zaka¿e-
niu wykazywa³y zmiany patologiczne obejmuj¹ce
> 75% tkanki p³ucnej, co najmniej dwóch p³atów, co
odpowiada³o warto�ci 4 w 5-punktowej skali. U zwie-
rz¹t szczepionych obserwowane zmiany obejmowa³y
< 25% tkanki jednego p³ata, co odpowiada³o 1 punk-
towi skali.

W preparatach histopatologicznych p³uc, pochodz¹-
cych od zwierz¹t szczepionych i zaka¿onych ekspery-
mentalnie, zmiany dotyczy³y oskrzeli, oskrzelików
oraz przestrzeni oko³ooskrzelowej. Ca³o�æ obserwo-
wanych zmian mia³a charakter ostrego zapalenia
oskrzeli z tendencj¹ do zajêcia procesem przyleg³ej
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tkanki oko³ooskrzelowej (peribronchitis). Analiza
porównawcza zmian tkanki p³ucnej uzyskiwanej od
zwierz¹t, które szczepiono ró¿nymi preparatami nie
wykaza³a ró¿nic ani w charakterze, ani w stopniu
zaawansowania. Najwy¿szy stopieñ nasilenia zmian
obserwowano w grupie zwierz¹t nieszczepionych.
Analizowany obraz mikroskopowy wskazywa³ na
ostre, odoskrzelowe, nie¿ytowe zapalenie p³uc (bron-
chopneumonia catarrhalis acuta). Uwzglêdnienie
zmian makro- i mikroskopowych u jagni¹t grup bada-
nych potwierdzi³o istotny udzia³ przeciwcia³ neutrali-
zuj¹cych w ograniczeniu patologii powodowanej przez
Lkt. Uzyskane wyniki stanowi¹ potwierdzenie obser-
wacji dotycz¹cych rozwoju zaka¿eñ zarówno po szcze-
pieniach pe³n¹, ¿yw¹ komórk¹ M. haemolytica, jak
i immunogennymi preparatami podjednostkowymi
wykorzystuj¹cymi, miêdzy innymi, Lkt (7, 13).

Uzyskane wyniki wskazuj¹, ¿e anatoksyna Lkt ze
szczepów M. haemolytica izolowanych od byd³a, in-
dukuje skuteczn¹ odpowied� immunologiczn¹ u jag-
ni¹t, co sugeruje mo¿liwo�æ jej zastosowania jako
antygenu szczepionkowego u tego gatunku prze¿uwa-
czy.
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