620

Praca oryginalna

Med. Weter. 2014, 70 (10)

Original paper

Izolacja szczepow Salmonella Typhimurium
var. Gopenhagen od padiych gotebi
i ocena ich immunogennosci

BARBARA MAJER-DZIEDZIC, MICHAL POCHODYLA*,
STANISLAW TOKARZEWSKI**, ANDRZEJ POCHODYLA***

Zaktad Mikrobiologii Weterynaryjnej, Wydziat Medycyny Weterynaryjnej,
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie, ul. Akademicka 12, 20-950 Lublin
*Laboratorios Hipra S.A., Av. La Selva, 13, 17170 Amer (Girona), Hiszpania
**AVI EXPERT SPWCP, ul. Gajowa 1, 20-827 Lublin
***VEPHARM, ul. Karpinskiego 7, 24-100 Putawy

Otrzymano 25.04.2014

Zaakceptowano 30.06.2014

Majer-Dziedzic B., Pochodyta M., Tokarzewski S., Pochodyta A.

Isolation of Salmonella Typhimurium var. Copenhagen strains from dead pigeons
and evaluation of their immunogenicity

Summary

The aim of the study was to isolate and identify the pathogen responsible for mortality in pigeons, and to
choose the most immunogenic strain of Salmonella to prepare a vaccine. The study was conducted in two
stages. The first stage consisted of isolating and identifying the strains, as well as preparing vaccine prototypes.

The material for bacteriological examination comprised samples of parenchymal organs (heart, liver,
spleen), intestines, and swabs from synovial cavities. Three strains were isolated and identified as Salmonella
Typhimurium var. Copenhagen by biochemical and serological tests. The isolates were used to prepare three
prototype vaccines, which were combined with an adjuvant consisting of Carbomer and Ginseng extract.

In the second stage, the immunogenicity of the prototype vaccines was evaluated in 24 racing pigeons aged
6-8 weeks, which were divided into 4 experimental groups. Agglutination antibody titers in the serum of
immunized birds were evaluated by the tube agglutination test at days 0, 7, 14, and 28 after vaccination. One
of the three experimental vaccines generated higher agglutination titers than the others, and was selected for

further testing.
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Salmonelloza jest jedng z najpowazniejszych 1 naj-
czesciej diagnozowanych chorob bakteryjnych wy-
stepujacych u gotebi. Szacuje si¢, ze stanowi nawet
do 40% wszystkich schorzen rozpoznawanych u tych
ptakow (25). Wystepuje w kazdej grupie wiekowej
gotebi, ale najwigksze straty (liczne upadki) dotycza
gléwnie pisklat i mtodych osobnikow (6). Uktad im-
munologiczny gotebi osiaga dojrzatos¢ w wieku 3-4
miesiecy, dlatego salmonelloza mtodych ptakéw ma
zwykle przebieg ostrzejszy (22). Schorzenie charak-
teryque si¢ objawami klinicznymi o réznym nasile-
niu, m.in. blegunkq, poliuria, kulawizng oraz utratg
masy ciata i niezdolnoscig do lotu (25). Jest zwykle
wywotywana przez specyficzny wariant Salmonella
Typhimurium var. Copenhagen, pozbawiony antyge-
nu O: 5, okreslany jako ,,minus variant” Salmonella
Typhimurium (O: 1, 4,12; H: i: 1, 2), a najczgsciej
izolowanymi podtypaml sa fagotypy DT 2, DT 99
1DT 104 S. Typhimurium var. Copenhagen (3, 17, 20).

Nosicielstwo bakterii Salmonella, a szczeg6lnie
S. Typhimurium jest u gotgbi odnotowywane dosy¢
czesto. Ze wzgledu na duza liczbe ptakéw wolno zy-
jacych (w $rodowisku miejskim i wiejskim) 1 liczbe
gotebi hodowlanych nalezy uwzglednia¢ potencjalng
role tej populacji w transmisji zarazka na czlowieka
(15). W badaniach nad stanem prewalencji bakterii
Salmonella u gotebi wolno zyjacych w srodowisku
wiejskim w USA, Pedersen (18) stwierdzil obecnos¢
bakterii u ok. 8% badanych ptakow. Z kolei w Japonii
(26) izolowano bakterie Salmonella od gotebi zyjacych
na terenach miejskich, co moze sugerowac rowniez
potencjalne zagrozenia dla ludzi.

Poczatkowo serowar S. Typhimurium var. Copen-
hagen izolowano wylacznie od gol¢bi. Obserwacje
z ostatnich lat wykazaly jednak, Ze bakterie nalezace do
tego serotypu stwierdzono w materiale pochodzacym
od réznych gatunkow zwierzat. Instytut Federalny ds.
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(7) wjawnil, ze po 2000 r. serowar S. Typhimurium
var. Copenhagen byl najcze$ciej izolowany od gotebi,
ale jednoczes$nie stanowil potowe serowardéw izolo-
wanych od bydta i okoto %5 serowaréw izolowanych
od $win. Incydentalnie notowano rowniez przypadki
izolacji zarazkow S. Typhimurium var. Copenhagen
od psow, kotow, swin, cielgt oraz pojedyncze od
drobiu (1). Sr0d0w1sko naturalne czesto jest zrodlem
zakazenia innych gatunkow zwierzat, ktore, podob-
nie jak ptaki zyjace w sasiedztwie ludzi, s3 waznym
wektorem w rozprzestrzenianiu si¢ chorob zakaznych.
Wprawdzie dotychczas nie odnotowano zadnego przy-
padku tego typu zoonozy, jednak nie mozna wykluczy¢
takiego niebezpieczenstwa i koniecznosci prowadzenia
badan monitorujacych (7).

Leczenie salmonellozy jest mozliwe, jednak dlugo-
trwala terapia i ograniczona skuteczno$¢ sprawiaja, ze
najpewniejszym sposobem zwalczania choroby u gote-
bi pozostaja szczepienia ochronne, dlatego tez bardzo
istotne jest opracowanie wtasciwych programéw pro-
filaktycznych opartych na bezpiecznych i skutecznych
biopreparatach.

Celem badan byta izolacja czynnika chorobowego
odpowiedzialnego za upadki gotebi, jego identyfika-
cja oraz wybodr najbardziej immunogennego izolatu
Salmonella celem przygotowania szczepionki.

Material i metody

Badania zostaly przeprowadzone w dwoch etapach. Etap
pierwszy dotyczyt izolacji szczepow, ich identyfikacji oraz
przygotowania prototypow szczepionek. W tym celu wy-
konano nastepujace badania:

Badania bakteriologiczne. Materiat do badan bakterio-
logicznych stanowily wycinki narzgdow migzszowych (ser-
ce, watroba, §ledziona) i jelit oraz wymazy z jam stawowych
padtych gotebi. Wycinki narzaddéw rozcierano i posiewano
na podtoza bakteriologiczne stuzace do izolacji bakterii Sa/-
monella spp., zgodnie z Polskg Normg PN-EN ISO 6579:
2003/ A1 (19). Do badan porownawczych uzyto szczepu
S. Typhimurium, ktéry wyizolowano od padtej kury.

Badanie biochemiczne i serologiczne. Badanie wtasci-
wosci biochemicznych wykonano przy uzyciu komercyj-
nego testu ID 32E (BioMeriuex). Wynik reakcji bioche-
micznej poroéwnano z tabelg interpretacyjng dostarczong
przez producenta.

Wstepne badanie serologiczne wykonano z surowicg
wielowazng, zawierajacg aglutyniny przeciw antygenom
rzgskowym HM. Nastepnie izolaty badano metoda aglu-
tynacji szkietkowej z uzyciem surowic aglutynacyjnych
zawierajacych przeciwciata przeciwko antygenom soma-
tycznym O, antygenom rz¢skowym H oraz antygenom
Vi. Odczyn przeciw antygenom H wykonano z surowicg
swoista dla tych antygenow w pierwszej i drugiej fazie.

Badanie technika PCR. Materiat do badan technika
PCR stanowily 4 szczepy bakterii Salmonella. Trzy pocho-
dzace od golebi oznaczono jako 66-03, 67-03, 177-B-L,
aod kury jako 68-11. Sekwencje referencyjng stanowit gen
16S rRNA S. Typhimurium. DNA ekstrahowano z kazdej
kolonii bakteryjnej i zawieszano w 50 pl 10 mM TRIS-HCI
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oraz inkubowano uzyskang zawiesing bakterii w tempera-
turze 95°C przez 5 minut. Kontrolg powstawania produktu
PCR przeprowadzono z zastosowaniem elektroforezy w 1%
zelu agarozowym. Do sekwencjonowania uzyto zestawu
BigDye Terminator version 3.1 Ready Reaction Cycle Sequ-
encing. Rozdzial fragmentéw po sekwencjonowaniu wyko-
nano z wykorzystaniem aparatu ABI3730 Genetic Analyzer.

Primery, jakich uzyto w reakcji PCR oraz w sekwencjo-
nowaniu, zostaty zaprojektowane na podstawie sekwencji
genu S. Typhimurium 16S rRNA (GeneBank: X80681) przy
uzyciu programu PRIMER3.

Odczyty reakcji sekwencjonowania uzyskane dla po-
szczegdlnych prob skladano w jeden kontig. Usuwano
sekwencje primeréw z koncow sekwencji, a nastepnie
uzyskang sekwencj¢ konsensusowa porownywano z bazg
danych GeneBank (NCBI), uzywajac algorytmu blastn.
Graficzne porownanie ztozenia otrzymanych konsensusow
zostato wykonane w edytorze GeneDoc.

Prototypy szczepionek wlasnych. Antygeny szczepion-
kowe Salmonella Typhimurium var. Copenhagen ziden-
tyfikowane jako szczepy 66-03, 67-03 oraz 177-B-L spo-
rzadzono wedtug zmodyfikowanej metody opisanej przez
Abdolvahab i Friendship (1) i polaczono z adiuwantem
przygotowanym wedtug patentu nr PL P.396327.

Prototypy szczepionek zawieraty inaktywowane forma-
ling petne komoérki Salmonella Typhimurium var. Copen-
hagen w ilo$ci nie mniejszej niz 10°°CFU/1 dawke (0,2 ml)
oraz adiuwant o sktadzie: karbomer i ekstrakt Zen-szenia.

Jatowos¢ kontrolowano przez posiewy na podtoza agaro-
we z krwia, podtoze wybidrcze XLD oraz podtoze Wrzoska,
a nieszkodliwo$¢ oceniano na bialych myszach, ktérym
podano dootrzewnowo 1 dawke szczepionki (0,2 ml) i ob-
serwowano przez okres 7 dni.

W drugim etapie badan przeprowadzono ocen¢ immu-
nogennos$ci prototypoéw szczepionek wiasnych przygoto-
wanych na bazie wyizolowanych szczepdw i zidentyfiko-
wanych jako Salmonella Typhimurium var. Copenhagen.

Golebie. Badania przeprowadzono na 6-8-tygodniowych
gotebiach pocztowych (24 ptaki) z prywatnych hodowli. Od
ptakow przetrzymywanych w wolierach pobierano krew
w celu okreslenia obecnosci przeciwciat przeciwko sal-
monellozie oraz kat w celu wykrycia bakterii Salmonella,
kokcydii z rodzaju Eimeria oraz nicieni Ascaridia i Capilla-
ria. Ponadto pobierano materiat z wola gotgbi na obecnos¢
pierwotniakow Trichomonas spp. Golgbie podzielono na
4 grupy doswiadczalne (po 6 golebi), z ktorych jedna stano-
wila grupe kontrolna. Ptaki szczepiono podskornie, podajac
w okolice grzbietu szyi po 0, 2 ml preparatu.

Grupe | stanowily golebie immunizowane prototypem
szczepionki przygotowanym na bazie szczepu 66-03.
Grupa II otrzymata preparat pochodzacy z izolatu 67-03,
a grupa Il z izolatu 177-B-L. Grupie kontrolnej (K) podano
zbuforowany roztwor soli (PBS).

Wstepng oceng immunogennos$ci wykonano przy uzyciu
testu aglutynacji probéwkowe;.

Aglutynacja probowkowa. Odczyn aglutynacji wy-
konywano wedlug standardowej procedury stosowane;j
w laboratoriach mikrobiologicznych. Antygen do odczynu
stanowita zawiesina inaktywowanych bakterii Salmonella
Typhimurium (szczep kurzy oznaczony jako 68-11), o g¢-
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sto$ci odpowiadajacej w przyblizeniu standardowi 3 x 10?
wedlug skali McFarlanda. Wysoko$¢ miana przeciwciat
aglutynacyjnych w surowicach gotebi oceniano po 0, 7, 14,
28 dniach po immunizacji.

W badaniach zastosowano rézne warianty temperaturowe
(temperatura pokojowa — 24 godziny, 37°C — 2 godziny,
4°C —24 godziny oraz taczona 37°C — 2 godziny 1 4°C — 24
godziny). Wybrano wariant optymalny, tzn. rozcienczong
surowice z antygenem przetrzymywano 2 h w 37°C, a p6z-
niej przenoszono do chtodni na 24 godziny.

Wyniki i oméwienie

Od padtych golebi wyizolowano szczepy Salmonella,
ktore oznaczono jako 66-03, 67-03 oraz 177-B-L.

Badanie biochemiczne tych izolatow z wykorzysta-
niem komercyjnych testow ID 32E firmy BioMerieux
wykazato, ze nalezg one do podgatunku S. enterica.
Szczepy roznity si¢ rozktadem inozytolu 1 lizyny.
Szczep kurzy 68-11wykorzystany do badan porow-
nawczych dekarboksylowat lizyng, podobnie jak dwa
izolaty gotebie 66-03 i 177-B-L (tab. 1).

Badanie serologiczne izolatéw golebich oznaczo-
nych jako: 66-03, 67-03, 177-B-L oraz izolatu kurzego
68-11 wykazato ich pozytywne reakcje z surowicg
wielowazng zawierajacg aglutyniny przeciw antyge-
nom rz¢skowym HM. Potwierdza to przynalezno$¢
wyizolowanych szczepoéw do rodzaju Salmonella.
Dalsze typowanie przeprowadzone z surowicami
O-swoistymi umozliwilo zaliczenie szczepow do
grupy 04 (B) wg. klasyfikacji Kaufmanna-White’a.
Badane szczepy izolowane od gotebi, w odrdznieniu
od szczepu ,.kurzego” 68-11, wykazaty brak sktad-
nika O: 5 antygenu somatycznego, co pozwolilo na
zaklasyfikowanie ich do Salmonella Typhimurum var.
Copenhagen. Kolejny test wykonany z surowicg swo-
istg dla badanych antygendéw H w pierwszej i drugiej
fazie wykazal dwufazowos$¢ antygenow rzgskowych;
I faza (faza Hi) oraz II faza (H2), co potwierdzito
przynalezno$¢ wyizolowanych pateczek do serotypu
Typhimurium. (tab. 2).

Badania porownawcze sekwencji gotebich izolatow
(66-03, 67-03, 177-B-L) Salmonella sp. 1 izolatu ku-
rzego (68-11) z bazg danych GeneBank (NCBI) wyka-
zaly, ze wszystkie izolaty pochodzace od golebi byly
zgodne z sekwencja referencyjng, ktorg stanowit gen
16S rRNA S. Typhimurium z bazy danych GeneBank
(NCBI) (GeneBank: X80681). Jednonukleotydowa
réznice (oznaczong literg ¢) wykazano w pozycji 291
w przypadku szczepu izolowanego od kur (ryc. 1).

Jatowos¢ 1 nieszkodliwo$¢ prototypow szczepionek
wlasnych zostata potwierdzona w posiewach bakterio-
logicznych oraz w probie biologicznej na myszach bia-
tych. Posiewy na agarze z krwig, podtozu wybiorczym
XLD oraz podtozu Wrzoska daty wynik ujemny. Biale
myszy po podaniu dotrzewnowym nie wykazywaly
zadnych objawow ubocznych w okresie obserwacji.

Srednie wartosci poziomu mian przeciwcial aglu-
tynacyjnych w surowicach immunizowanych gotgbi
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Tab. 1. Aktywnos$¢ biochemiczna izolatéow Salmonella Typhi-
murium

Test biochemiczny Szczepy
66/03 67/03 | 177-B-L | 68/11

Ornityna (dekarboksylacja) + + + +
Arginina (dihydroliza) - - - -
Lizyna (dekarboksylacja) + - + +
Ureaza - = = -
L-arabitol (fermentacja) - - - -
Galakturonian (fermentacja) - - - -
5-ketoglukonian + + + +
Lipaza + + + +
Czerwien fenolowa + + + +
B-glukozydaza - - — =
Mannitol (fermentacja) + + + +
Maltoza (fermentacja) + + + +
Indol - = = -
N-acetylo-beta glukozamidaza - - - -
B-galaktozydaza - - — =
Glukoza (fermentacja) + + + +
Sacharoza (fermentacja) - = = -
L-arabinoza (fermentacja) + + + +
D-adonitol (fermentacja) - - - -
a-glukozydaza - = - -
a-galaktozydaza + + + +
Trehaloza (fermentacija) + + + +
Ramnoza (fermentacja) + + + +
Inozytol (fermentacja) +- + - +~
Adonitol (fermentacja) - - - -
Palatynoza (fermentacja) - - - -
B-glukuronidaza - - - =
Celobioza (fermentacja) - - - -
Sorbitol (fermentacja) + + + +
a-maltozydaza - = - -
Malonian - - = -
Arylamidaza kwasu _ _ _ _
1-asparginowego

Tab. 2. Wyniki badania serologicznego izolatow S. Typhi-
murium

Test Szczepy
serologiczny 66/03 67/03 177-B-L 68/11
NaCl - - = -
HM ++ +H+ ++ +++
04 +++ +++ +++ 4+
05 - = = +++
H1,2,5 +++ +++ +++ +++
H2 4+ i+ 4 4+
H5 - = = -
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Ryec. 1. Graficzne poréwnanie zlozenia otrzymanych konsensusow wykonane w edytorze GeneDoc

w badanych grupach (I-1II) oraz kontrolnej (K) zesta-
wiono w tab. 3.

Najwyzsze miana aglutynacyjne (320) uzyskano 28.
dnia w grupie gotebi immunizowanych prototypem
szczepionki opartej na szczepie 66-03. W grupie 11
1 Il miana byty nizsze i wynosity 73,33 (szczep 67-03)
oraz 50 (szczep 177-B-L).

Rozpoznanie zakazen na tle salmonellozy nie jest
mozliwe na podstawie objawow klinicznych i zmian
anatomopatologicznych. Ostateczne rozpoznanie musi

Tab. 3. Por6wnanie Sredniego miana przeciwcial aglutynacyj-
nych w surowicach gol¢bi pomi¢dzy grupami (I-III) (n = 6)

Liczba dni po immunizacji
Grupa
0 7 14 28
| (szczep 66-03) 10,00 20,00 36,67 320
Il (szczep 67-03) 10,00 10,00 20,00 73,33
Il (szczep 177-B-L) 10,00 10,00 36,67 50,00
K 10,00 10,00 20,00 10,00

by¢ zweryfikowane badaniami bakteriologicznymi,
ktore potwierdzajg obecno$¢ paleczek w materiale
klinicznym. Uzyskane wyniki badan bakteriologicz-
nych i biochemicznych pozwolity sklasyfikowa¢
wszystkie izolaty jako gatunek S. enterica subsp.
enterica. Kolejne testy z uzyciem swoistych surowic
dla antygendéw somatycznych oraz antygendw rzesko-
wych I-11I fazy okreslity serowar badanych izolatow.
Szczepy izolowane od golebi w odrdznieniu od szczepu
1zolowanego od kury (68-11) wykazaty brak antygenu
somatycznego O: 5, co okreslito ich przynaleznos$¢ do
serotypu Salmonella Typhimurium var. Copenhagen.
Wykazana dwufazowos$¢ antygenow rzgskowych
potwierdzita przynaleznos¢ izolatow do tego seroty-
pu. Uzyskane wyniki wlasne zgodne sg z badaniami
Dorn i wsp. (3), Pasmans i wsp., (17) oraz Rabsch
1 wsp. (20), ktorzy uwazaja, ze salmonellozg¢ golebi
wywoluje najczesciej Salmonella Typhimurium var.
Copenhagen, wariant pozbawiony antygenu O: 5, okre-
slany jako ,,minus variant” Salmonella Typhimurium
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(0:1,4,12;H:1:1, 2). Kolejny etap badan dotyczyt ge-
notypowej charakterystykl wyizolowanych szczepow
gotebich i szczepu kurzego W oparciu o anahze;16S
rRNA. Wedlug Jordan i wsp. (8), Rabsch i wsp.,
Skov 1 wsp. (23) oraz Weisburg 1 wsp. (27), metoda
typowania rybosomalnego pozwala okresli¢ regiony
unikalne dla danego gatunku. Poniewaz nukleotydy
utozone sg w okreslonej sekwencji kodujacej, od-
mienne sekwencje w pokrewnych organizmach moga
swiadczy¢ o ewolucyjnej rozbieznos$ci miedzy tymi
organizmami, a najbardziej konserwatywna jest cza-
steczka 16S rRNA nalezaca do tego samego gatunku
(11). Uzyskane wyniki w badaniach wtasnych moga
sugerowac, ze W obszarze uznawanym za najbardziej
konserwatywny pojawita si¢ zmiana, ktora moze
by¢ poczatkiem roéznicowania si¢ szczepow kurzych
1 gotebich. Wynik ten potwierdza obserwacje Jordan
1 wsp. (8), ktorzy poréwnujgc rézne metody mole-
kularne roéznicowania szczepow Salmonella Typhi
i Salmonella Typhimurium, stwierdzili, ze analiza
16S rRNA powinna by¢ stosowana jako skuteczna
metoda roznicujgca serowary Salmonella. Niemniej
jednak precyzyjne badanie filogenetyczne mozliwe
jest dopiero po sekwencjonowaniu 7 genow referen-
cyjnych Salmonella, do ktorych naleza geny: aroC,
dnaN, hemd, hisD, Pure, sucA i thrA (9), co bedzie
stanowito obszar kolejnych badan.

Eliminacja zakazen pateczkami Salmonella mimo
ogromnych nakladoéw finansowych napotyka na
trudnosci, a stosowanie antybiotykoterapii u ptakoéw
zakazonych nie przynosi oczekiwanych rezultatow.
Nieliczne doniesienia odno$nie do skutecznosci tera-
pii antybiotykowej u gotebi wskazuja na nabywanie
opornosci Salmonella na chemioterapeutyki stosowane
najczesciej w leczeniu (15). Wigkszo$¢ ukazywanych
prac odnosi si¢ do badan przeprowadzonych na kurach
(2, 24).

Dlugotrwata i kosztowna terapia nie zawsze gwa-
rantuje skuteczne wyleczenie ptakow. Nalezy pamigtac
o statusie ozdrowiencow, gdyz takie osobniki moga zo-
sta¢ nosicielami i siewcami bakterii, stanowigc zagro-
zenie epidemiologiczne dla innych ptakoéw w stadzie.
Narastajaca szybko opornos¢ bakterii oraz zagrozenia
pozostalosci antybiotykow w tkankach zwierzat oraz
potencjalne skazenie srodowiska wskazujg na koniecz-
nos¢ stosowania swoistej immunoprofilaktyki, jako
najbardziej efektywnej metody ochrony ptakéw przed
zakazeniami pateczkami Salmonella.

Opracowanie szczepionki wymagato takiego dobra-
nia skfadnikow, aby preparat skutecznie stymulowat
rozwinigcie si¢ silnej i dtugotrwatej odpowiedzi im-
munologicznej oraz cechowat sn; wysokim margine-
sem bezpieczenstwa. Istotng cz¢scig badan byt dobor
odpowiedniego adiuwantu, ktory spelnialby powyzsze
kryteria. W dostepnym piSmiennictwie ukazato si¢
wiele prac opisujacych mozliwo$¢ wykorzystania
saponin izolowanych zwtaszcza z korzenia zen-sze-
nia (Radix panax ginseg), zwanych ginsenozydami
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wspomagajacymi reakcje immunologiczne zwierzat
na antygeny bakteryjne i wirusowe. W 2009 r. ukazata
si¢ praca Mi-Hyoung Kim 1 wsp. (12), ktérzy w ba-
daniach na myszach wykazali immunostymulujacy
wplyw ekstraktu zen-szenia, wyrazajacy si¢ przyspie-
szeniem dojrzewania komoérek dendrytycznych (DC)
oraz wzmocnieniem sekrecji IFN-y i1 IL-4. Ponadto
Rivera i wsp. (21) w eksperymentach na myszach
immunizowanych inaktywowanym parwowirusem
swin (PPV) udowodnili, Ze preparat zawierajacy frak-
cje ginsenozydu Rb1 stymulowal wzrost aktywnosci
fagocytarnej makrofagéw i leukocytéw polimorfonu-
klearnych, a sam zen-szen indukowat produkcj¢ inter-
feronu i stymulowat wzrost aktywnosci limfocytéw Tc.
Z kolei Li1wsp. (10) w eksperymencie na kurczetach
immunizowanych antygenem NDV w adiuwancie
niekompletnym Freunda (INF) wzbogaconym ginse-
nozydami zen-szenia wykazali statystycznie istotny
wzrost mian przeciwcial hemaglutynujacych (HI) oraz
zwigkszenie proliferacji splenocytow w poréwnaniu
do grupy kontrolnej immunizowanej szczepionka
NDV w adiuwancie IFN. W ostatnich swoich pra-
cach z 2010 r. uczeni koreanscy (14) w badaniach na
myszach stymulowanych dootrzewnowo ekstraktem
zeh-szenia oraz immunizowanych doustnie zabitymi
bakteriami S. Typhimurium wykazali, ze ekstrakt zen-
-szenia silnie pobudza specyficzng odpowiedz serolo-
giczng na aplikowany doustnie inaktywowany antygen
bakteryjny. Rowniez Zhai (28) wykazal na kurczgtach
1mmun0ad1uwancyjny efekt doustnej suplementacji
zen-szenia po immunizacji ptakow atenuowanym
wirusem rzekomego pomoru drobiu (NDV). U su-
plementowanych zen-szeniem kurczat stwierdzano
wysokie miana przeciwciat HI anty NDV, zwigkszona
proliferacje limfocytow oraz wzrost liczby limfocytow
srodnabtonkowych (1EL) dwunastnicy 1 jelit cienkich.

Niektorzy autorzy zalecaja zastosowanie, jako
adiuwantéw karbomerow — wielkoczasteczkowych
polimeréw kwasu akrylowego usieciowanego polial-
kenylowymi eterami cukrow lub polialkoholi. Jak
wykazaty badania Mumford (13), karbomer w trakcie
polimeryzacji zatrzymuje w swojej ,,sieci” czasteczki
antygenu szczepionkowego, przedtuzajgc uwalnianie
go z miejsca wstrzyknigcia. Ten proces umozliwia
prezentacje antygenow komorkom efektorowym, co
skutkuje wzmocnieniem odpowiedzi immunologiczne;j
1 poprawg skutecznosci szczepionki (13). Podobna
formuta adiuwantu zostata zastosowana w produkcji
szczepionki przeciwko paramyksowirozie gotebi (4)
oraz salmonellozie goltebi (5).

Duchatel i Vindevogel (4) porownujac bezpieczen-
stwo oraz wlasciwos$ci immunogenne szczepionek
przeciwko paramyksowirozie golebi z zastosowaniem
adiuwantu olejowego oraz karbomerowego wykazali,
ze szczepionka z adiuwantem karbomerowym sty-
mulowata silniejszg 1 wyréwnang reakcje przeciwciat
HI oraz nie wywolywata powiktan. Ci sami autorzy
(5) porownujac efektywnos¢ eksperymentalnych
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bakteryn zawierajacych pelne komorki Salmonella
Typhimurium var. Copenhagen i adiuwant karbome-
rowy, wykazali silng odpowiedz immunologiczna,
wyrazajaca si¢ serokonwersjg przeciwciat oraz ogra-
niczeniem siewstwa zarazka w zakazeniu kontrolnym
(challenge).

Po przesledzeniu wynikow badan licznych autorow
stosujacych jako adiuwanty oddzielnie karbomery lub
ekstrakty Zen-szenia uznano, ze potaczenie obu sktad-
nikow w jednym adiuwancie powinno wzmaga¢ wia-
sciwo$ci immunogenne inaktywowanej szczepionki.

W badaniach wlasnych wykazano, ze eksperymen-
talna szczepionka oparta na izolacie 66-03 Salmonella
Typhimurium var. Copenhagen w potaczeniu z adiu-
wantem zawierajagcym karbomer 1 ekstrakt Zen-szenia,
wedtug patentu zgloszonego w Urzedzie Patentowym
RP pod numerem P-396327, jest bezpieczna w sto-
sowaniu oraz generuje najwyzsze miana przeciwciat
aglutynacyjnych.

Biorac pod uwage wyniki testow, izolat 66-03
Salmonella Typhimurium var. Copenhagen zostat
wyselekcjonowany do dalszych badan.
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