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Course of specific humoral and cellular immune response in pigeons immunized with attenuated
and inactivated vaccines against salmonellosis

Summary

The aim of the study was to observe the time course of the immune response in pigeons after immunization with
a live (attenuated) vaccine, Zoosal T, and an autogenous bacterin (inactivated vaccine). The tube agglutination
test and the ELISA test were used to measure the dynamics of serum antibodies to Salmonella, determine the
white blood cell (WBC) count, and evaluate the leukogram of immunized pigeons. In order to evaluate the
cellular response in immunized birds, a leukocyte migration inhibition (LMI) procedure was developed and
tested. Histological changes were determined in pigeons immunized with ZOOSAL T and the experimental
vaccine. The tests revealed a relationship between the beginning of the immune response as evaluated by tube
agglutination and ELISA tests and by the MIF test.

After immunization with ZOOSAL T, when the cellular response, as measured by the LMI test, appeared
at day 14 and amounted to 32% migration inhibition, there was also a significant increase in antibody titers in
the agglutination test (70.00) and an increase in ELISA OD values (0.259). After a single administration of the
experimental vaccine, the agglutination antibody titers at day 21 of the experiment increased markedly (93.33),
as did ELISA OD value, which increased until day 35 (to 0.345). Leukocyte migration inhibition reached the
highest value (26%) at day 28, which shows that the immune response after single immunization increased more
slowly than in group B. At day 7 after repeat vaccination with the autogenous bacterin, there was a significant
increase in agglutination antibody titers (320.00). Similar patterns of changes were observed in the ELISA
test. High OD values appeared at day 7 after revaccination (0.985) and persisted during the subsequent days of
the experiment (28 days after revaccination: OD = 0.931) The cellular response appeared as early as 24 hours
after revaccination (39% migration inhibition) and increased very rapidly, reaching 76% inhibition at day
3. Subsequently, there was a slow decline, but 2 weeks after repeat vaccination, the percentage of migration
inhibition was still 22% (tab. 1, 2, 5).

Our study demonstrated that the experimental vaccine based on an isolated strain of Salmonella Typhimurium
var. Copenhagen, containing carbomer and Ginseng extract (Radix panax ginseg), administered twice to
domestic pigeons induced a humoral and cellular immune response that was twice as strong as the response
induced by the commercial vaccine ZOOSAL T.
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Salmonelloza stanowi powazny problem w hodowli  Ze najpewniejszym sposobem jej zwalczania pozostaja
gotebi domowych, zwlaszcza uzytkowanych sportowo.  szczepienia ochronne.
Wprawdzie mozliwe jest leczenie choroby, lecz dtugo- Wprowadzenie w Europie w latach 90. XX wieku
trwala terapia 1 jej ograniczona skutecznos$¢ sprawiaja, szczepien gotebi przeciwko salmonellozie wyraznie
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ograniczyto czgsto$¢ zachorowan u immunizowanych
ptakow. Efektywnos¢ szczepionek dla gotebi oceniana
w testach laboratoryjnych jest zr6znicowana i moze by¢
uzalezniona od drogi podania antygenu oraz rodzaju
szczepu uzytego w zakazeniu do$wiadczalnym (6, 9,
16, 20, 28). W Polsce do immunizacji golebi stosuje
si¢ szczepionki zywe 1 inaktywowane. Atenuowana
szczepionka firmy IDT Biologika GmbH pn. Zoosal T,
zawiera auksotropowy mutant Sa/monella Typhimurium
(9), awielowazne szczepionki Salmovir i Mykosalmovir
produkcji Biowet Putawy maja w swoim sktadzie inak-
tywowane serotypy: S. Typhi, S. Paratyphi A, S. Para-
typhi C, S. Typhimurium var. Copenhagen, S. Anatum,
S. Senftenberg.

Atenuowane preparaty wykorzystywane w immuno-
profilaktyce salmonellozy ptakow moga by¢ podawane
w iniekcji (gotebie) lub per os (kury). Zywe bakterie
silnie indukuja miejscowg odporno$¢ bton sluzowych
przewodu pokarmowego (GALT — Gut Associated
Lymphoid Tissue), wywotuja naciek heterofilow oraz
stymuluja wytwarzanie B-defensyn. Jak wykazano
w badaniach, atenuowane szczepionki przeciwko sal-
monellozie kur sg efektywne we wzbudzeniu odporno-
$ci, jednak ich stosowanie wiaze si¢ ryzykiem rewersji
zmodyfikowanych szczepoéw Salmonella do postaci
zjadliwej oraz siewstwem utrudniajagcym réznicowanie
immunizowanych zwierzat od osobnikow zakazonych
szczepami terenowymi (2). Szczepionki zywe moga
takze indukowac¢ paradoksalne zjawisko przemijajacej
glebokiej immunosupresji ulatwiajacej zakazenie inny-
mi zarazkami (23).

Analiza porownawcza efektow stosowania zywych
oraz zabitych szczepionek przeciwko salmonellozie
ptakoéw wykazata, ze szczepionki inaktywowane (bak-
teryny) sa zwykle mniej efektywne w zapobieganiu
chorobie. W pordwnaniu do szczepionek atenuowanych
wyzwalajg krotkotrwalg odpowiedz surowiczych prze-
ciwcial IgG, stabiej wzbudzaja odpowiedz komdrkowa
oraz reakcje przeciwciat sekrecy;j nych klasy IgA, Jednak
odpowiedz przeciwciat IgG wzmocniona szczepieniami
przypominajacymi odgrywa kluczowa rol¢ w ochronie
ptakéw przed wtornymi zakazeniami uktadowymi wy-
wotywanymi przez Salmonella (23, 26,31, 32). Zaletami
bakteryn salmonellowych jest brak siewstwa oraz sty-
mulacja biernej naturalnej odpornosci istotnej dla ochro-
ny potomstwa w pierwszych dniach zycia. Bakteryny
moga, niestety, prowokowac miejscowe i ogdlne reakcje
poszczepienne wigzane z toksycznym oddziatywaniem
endotoksyn bakteryjnych lub substancji pomocniczych
wchodzacych w sktad adiuwantéw (emulgatory, oleje
mineralne) (1, 32). W latach 2009-2010 po stosowaniu
dostepnej na polskim rynku inaktywowanej skojarzonej
szczepionki przeciwko salmonellozie gotebi opartej na
niekompletnym olejowym adiuwancie pn. Salmovir
u szczepionych gotebi wystapity silne dziatania nie-
pozadane w postaci reakcji miejscowych 1 ogélnych
(osowienie, utrata apetytu, blegunka) oraz pojedyncze
upadki ptakow, u ktorych nie podjeto leczenia (10).
Efektywno$¢ bakteryn oceniana w testach challenge
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na gatunku docelowym — golgbiach jest zréznicowana
(6, 27, 28).

Celem badan byta ocena immunogennos$ci szczepu
Salmonella wybranego po serii badan wstepnych, w kto-
rych testowano trzy izolaty uzyskane od padtych gotebi,
okreslone jako szczepy Typhimurium var. Copenhagen
(15).

Oceniano reakcje immunologiczng ptakéw na podanie
zywej (atenuowanej) szczepionki Zoosal T oraz baktery-
ny wlasnej (szczepionki inaktywowanej). Przy pomocy
testu aglutynacji probéwkowej oraz testu ELISA przeba-
dano dynamike powstawania surowiczych przeciwciat
anty-Salmonella, okreslono liczbe biatych krwinek
(WBC) oraz oceniono leukogram immunizowanych
golebi. Ponadto opracowano procedurg i wykonano test
hamowania migracji leukocytéw (leukocytes migration
inhibition — LMI) do oceny odpowiedzi komdrkowe;j
szczepionych ptakow, a takze okre$lono zmiany histo-
logiczne u gotebi uodpornianych szczepionkg Zoosal T
oraz szczepionkg eksperymentalna.

Material i metody

Golebie. Badania przeprowadzono na 6-8-tygodniowych
golebiach pocztowych (Columba livia) (72 ptaki) pochodzg-
cych z prywatnych hodowli. Sposob postgpowania z ptakami
opisali Majer-Dziedzic i wsp. (15).

Gotgbie podzielono na 3 grupy doswiadczalne (grupa B,
C, D) oraz grupg kontrolng (grupa A), po 18 ptakow w kaz-
dej. Kazda dawke szczepionki podawano gotebiom droga
iniekcji podskérnej w okolice grzbietu szyi. Grupg B two-
rzyly gotebie immunizowane podskornie zywa szczepionka
Zoosal T (0,5 ml) podang zgodnie z zaleceniami producenta
(IDT Biologika GmbH). Z kolei grupe C stanowity golebie,
ktorym podano jednokrotnie podskornie szczepionke wiasna
(0,2 ml), natomiast grupe D tworzyly golebie immunizowane
podskornie bakteryng wiasng (0,2 ml) dwukrotnie w odste-
pie 3-tygodniowym. Grupe kontrolng (grupa A) stanowity
gotebie, ktorym zamiast szczepionki podano podskornie zbu-
forowany roztwor soli (PBS) w ilosci 0,5 ml. Poszczegblne
grupy ptakow przetrzymywano w oddzielnych wolierach.

Krew do badania pobierano z zyly skrzydlowej w dniu
0,7.,10.,,14.,21.,22.,24., 28., 35., 42., 50. doswiadczenia.
Pobrang krew preparowano wedhug standardowych procedur
w zaleznos$ci od specyfiki badan.

Szczepionka Zoosal T. W badaniach wykorzystano ko-
mercyjng zywa liofilizowana szczepionke Zoosal T (IDT
Biologika GmbH) zawierajaca w jednej dawce (0,5 ml) nie
mniej niz 5 x 10° jtk i nie wigcej niz 1 x 107 podwdjnie ate-
nuowanego, adenino-histydynowego, stabilnego genetycznie,
auksotropowego mutanta bakterii Salmonella Typhimurium.

Szczepionka wlasna (prototyp). Bakteryna zostata oparta
naizolacie 66-03 Salmonella Typhimurium var. Copenhagen
i zostala sporzadzona wedtug zmodyfikowanej metody opi-
sanej przez Abdolvahab i1 Friendship (1). W jednej dawce
(0,2 ml) zawarto 10*° inaktywowanych komorek Salmonella
Typhimurium var. Copenhagen, 0,20 mg ekstraktu zen-szenia
oraz 1.00 mg karbomeru. Adiuwant przygotowano wedtug
patentu nr PL P.396327.

Jatowos$¢ szczepionki kontrolowano przez posiewy na pod-
loza agarowe z krwia, podtoza wybiorcze XLD oraz podtoze
Wrzoska, a nieszkodliwos$¢ oceniano na 6 biatych myszach,
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ktérym podano dootrzewnowo 1 dawke szczepionki (0,2 ml)
i obserwowano przez okres 7 dni.

Aglutynacja probéwkowa. Odczyn aglutynacji wykony-
wano wedtug Majer-Dziedzic i wsp. (15).

Test immunoenzymatyczny ELISA. W badaniach za-
stosowano test ELISA wykonany wg Pochodytly 1 Samorek-
-Salamonowicz (19).

Wysokos¢ miana przeciwciat w obu testach oceniano po
0, 7, 14, 21, 28, 35, 42 1 50 dniach od momentu podania
szczepionek.

Wybrane parametry komérkowe krwi pelnej. Wedhug
standardowych metod okreslano liczbe krwinek biatych
w 1 pl krwi pelnej, a takze odsetkowy (%) sktad subpopulacji
leukocytoéw (leukogram).

Krew petna do badania pobierano od golebi grup A, B,
CiDwdniu0, 7, 14., 21., 22, 24., 28., 35., 42. 1 50. do-
$wiadczenia.

Test hamowania migracji leukocytow (LMI). Badanie
wykonano metodg kapilarowg. Leukocyty uzyskiwano z krwi
pobranej z zyty skrzydtowej od gotebi z grup A, B,Cw0, 7.,
10.,14.,21.,28.,35.,42.150. dniu do§wiadczenia. W grupie
D pobierano krew dnia 0, 7., 10., 14.121. W 21. dniu po po-
braniu krwi golebie poddano rewakcynacji i pobierano krew
24 godziny po iniekcji oraz 3., 7., 14., 21. 1 29. dnia. Krew
zbiorcza od 6 gotebi w catkowitej objetosci 8 ml pobierano
do jatowych probowek typu Vacutainer zawierajacych hepa-
ryne. Po rozcienczeniu krwi ptynem Eagle’a w stosunku 1 : 1
podwarstwiano jq gradientem (fikol z uropoling o ge;stosci
0,835 g x cm™ i osmolalnosci 311 mm Os/kg), w proporcp
1 czesci gradientu na 3 czesci krwi. Badane probki wirowano
przy 800 g w czasie 30 minut w temperaturze 25°C. Uzy-
skiwano dwie interfazy komorek, z ktorych goérna zawierata
komorki jadrzaste, dolna — komorki wielojadrzaste. Komorki
interfaz zbierano i przemywano plynem Eagle’a z dodatkiem
10% inaktywowanej plodowej surowicy bydlecej, 0,1%
albuminy bydlecej, 0,2% glukozy, 20 pg/ml gentamycyny
oraz heparyny (100 pl/ml). Komorki po kazdym ptukaniu
wirowano 15 minut przy 400 g w 4°C. Jesli przy pierwszym
wirowaniu stwierdzano w osadzie domieszke erytrocytow, he-
molizowano je 0,83% roztworem NH,Cl w buforze Tris i po-
nownie ptukano. Osad uzyskanych leukocytow zawieszano
w plynie Eagle’a z dodatkiem gentamycyny (20 pg/ml) i20%
inaktywowanej surowicy cielecej, celem uzyskania gestosci
5 x 107 komorek w 1 ml. Silikonowe kapilary wypeiano
zawiesing komorek i zaklejano z jednej strony mieszaning
parafiny z wazeling. Po odwirowaniu 10 minut przy 400 g
w 4°C, odcinano konce kapilar na granicy ptynu z osadem
i przyklejano pasta silikonowa do dna komor wykonanych
z tworzywa sztucznego, nietoksycznego dla leukocytéw. Do
kazdego oznaczenia przygotowywano 6-8 napetnionych ko-
morkami kapilar, po 2 w jednym oczku komory. Nastepnie
komory wypelniano plynem Eagle’a zawierajacym okreslona
ilo$¢ antygenu. Antygen testowano w badaniach wstgpnych.

Antygen Salmonella przygotowany wedtug metody Abdo-
Ivahab i Friendship (1) miareczkowano testem hamowania
migracji leukocytow celem okres§lenia dawki nietoksycznej
dla komorek. Oceniano: antygen nierozcienczony, rozcien-
czony 1/5, 1/10, 1/20 i 1/40 w dawkach 10, 20, 50, 70 i 100
ul/ml podtoza. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie,
wykonujac analizg wariancji jednoczynnikowej, a réznice we-
ryfikowano testem t-Studenta. Najwigksze rdéznice wskazuja-
ce na toksyczne dziatanie antygenu (p <0,001) uzyskano z za-
wiesing nierozcienczong 1/10 dla dawek 701 100 pl x 1 ml™'.
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Dziatanie toksyczne (p < 0,01) stwierdzono przy zastoso-
waniu antygenu nierozcieniczonego i r0201enczoneg0 1/5
dla dawki 70 1 100 pl x 1 ml™'. Antygen rozcienczony 1/20
i 1/40 w dawkach 10, 20 1 50 pl x 1 ml™ nie byt toksyczny
w przeprowadzonych badaniach. Do wykonania wtasciwego
odczynu przygotowano antygen w rozcienczeniu 1/20 i daw-
ce 50 ul x 1 ml™! podtoza. W badaniach wstepnych komorki
inkubowano w temperaturze 37°C 142°C. Temperatura 37°C
wptywata hamujgco na wielko$¢ pdl migracji leukocytow.
Testy wykonywano zatem w temperaturze 42°C.

Do wykonania odczynu przygotowano antygen w roz-
cienczeniu 1: 20, ktory wprowadzano w ilosci 50 p x ml™! do
komor reakcyjnych. Komory kontrolne wypetniano ptynem
odzywczym bez dodatku antygenu. Inkubacj¢ przeprowadza-
no w temperaturze 42°C przez 24 godziny. Nastgpnie przy
pomocy czytnika do mikrofilmow obrysowywano wielkos¢
stref migracji i planimetrowano. Ze wzoru:

1 pole badane w obecnosci antygenu
pole badane kontrolne

Warto$¢ odczytu podawano w procentach. Warto$ci hamo-
wania migracji powyZej 20% uznano za swoiste.

Badanie zmian histologicznych w $ledzionach golebi
do$wiadczalnych. Sledziony pobrane od gotebi z grupy kon-
trolnej (A) i wszystkich grup doswiadczalnych (grupy B, C
i D) utrwalono w zbuforowanej 10% formalinie. Naste;pnie
rutynowg technikg histologiczng wykonywano parafinowe
bloczki. Skrawki tkankowe o grubosci 6 um barwiono he-
matoksyling i eozyng (H + E). Nastepnie preparaty ogladano
i fotografowano w mikroskopie §wietlnym Axiolab (firmy
Zeiss).

Opracowanie wynikow. Uzyskane wyniki zestawiono
w tabelach, podajac warto$ci $rednie, minimalne, maksymal-
ne oraz odchylenia standardowe. Wykonano analizg¢ wariancji
i zweryfikowano istotno$¢ roznic pomigdzy srednimi testem
Tukeya, stosujac program statystyczny Statistica 9.0.

x 100 = x [%]

Wyniki i oméwienie

Odczyn aglutynacji probowkowej. Surowice pta-
koéw z grupy kontrolnej (A) podczas doswiadczenia
wykazywaty aglutynacj¢ z antygenem Sa/monella w za-
kresie ponizej 1: 10. Warto$ci te uznawane sg za ujemne.

Srednie warto$ci poziomu mian przeciwcial aglu-
tynacyjnych w surowicach immunizowanych gotebi
w badanych grupach zestawiono w tab. 1. Wyniki
wskazujg na szybszy wzrost mian w grupie B do 21.
dnia do$wiadczenia w porownaniu do grupy C i D,
a istotno$¢ statystycznych roznic (P < 0,05) wystapita
w 7.1 14. dniu. Natomiast od 28. dnia w grupie D miana
byty najwyzsze i w porOwnaniu z innymi grupami byty
to réznice istotne (P < 0,05).

Test ELISA. Metoda ta znajduje zastosowanie
w standardowych badaniach serodiagnostyki salmo-
nelloz zwierzat oraz w ocenie skutecznos$ci szczepien
przeciwko tej chorobie zarowno u kur, jak 1 gotebi (18-
-21, 26, 32).

W badaniach wlasnych podanie szczepionek gole-
biom grupy B (Zoosal T), grupy C (bakteryna wtasna)
i grupy D (bakteryna wlasna z rewakcynacja) wywotato
serokonwersj¢ swoistych przeciwciat. Serokonwersja
u golebi immunizowanych szczepionka Zoosal T (gru-
pa B) wystapila juz w 7. dniu do§wiadczenia, a w 14.
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dniu byta 2,5-krotnie wyzsza niz $rednia OD stezenia
przeciwcial w dniu ,,0”. Parametry te utrzymywaly si¢
na zblizonym poziomie do 35. dnia do$§wiadczenia.
Stopniowy spadek wartosci OD obserwowano w 42.
oraz 50. dniu. W grupie gotgbi immunizowanych szcze-
pionka wtasng (grupa C i D) zauwazalny wzrost warto$ci
OD wystapit w 21. dniu i byl blisko 2,5-krotnie wyzszy
od wartosci wyjsciowych. Uzyskane warto$ci w grupie
gotebi immunizowanych jednokrotnie wtasng szcze-
pionka utrzymywaly si¢ do 42. dnia doswiadczenia.
W grupie gotebi rewakcynowanych obserwowano silng
reakcje anamnestyczng w 7. dniu po rewakcynacji (t].
28. dnia do$§wiadczenia), stwierdzajac ponad 9-krotny
wzrost wartosci OD. W 50. dniu doswiadczenia OD byto
najwyzsze ze wszystkich grup doswiadczalnych, prze-
kraczajac 7-krotnie warto$¢ surowic zerowych (tab. 2).

Ogolna liczba bialych krwinek (WBC). Istotng
kwestia w badaniach wtasnych byto przesledzenie

Tab. 1. Miana przeciwcial aglutynacyjnych w surowicy golebi poszczegdélnych grup

(n=06)
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ksztaltowania si¢ wybranych parametrow komérkowych
pelnej krwi golebi oraz ich ocena.

Srednie warto$ci og6lnej liczby bialych krwinek
(WBC) uzyskane dla grup A, B 1 C miescity si¢ w prze-
dziale 9900-22 300 krwinek w 1 ul i nie odbiegaly istot-
nie od publikowanych norm fizjologicznych (5, 22, 24,
29). Wyrazny wzrost liczby leukocytéw zaobserwowano
w grupie D, w ktorej w 24 godziny po rewakcynacji ich
warto$¢ wynosita powyzej 30 000 i byta 2,5-krotnie
wyzsza do wartosci kontrolnych (tab. 3).

Heterofile. W ocenie leukogramu szczegdlng uwage
zwrocono na heterofile. Komorki te stanowig od 40%
do 75% krwinek biatych i sg bardzo waznym media-
torem odpornosci naturalnej, szczego6lnie w przebiegu
zakazen bakteryjnych (4, 11-13). Biorac pod uwage ich
role w mechanizmach odporno$ci komorkowej ptakow,
postanowiono oceni¢ ksztattowanie si¢ odsetka tych
granulocytow w przebiegu doswiadczenia.

W badaniach wtasnych wykaza-
no, ze ich $rednie wartosci u gotgbi
grup (A-D) przed rozpoczgciem
doswiadczenia miescily si¢ w prze-
dziale 16,7-35,8% w leukogramie

A | s | ooo | woo | om0 | oo | woo | ooo | woo | oeo | | 0¥y zgodne z publikowanymi
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ wartosciami (22), lecz odbiegaty
N T = s NS BB oo o0 oo podanyen
’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ przez Dorrensteina (5). Juz po 7
x | 10,00 | 10,00 | 23,33 | 93,33 | 63,33 | 56,67 | 36,67 | 26,67 | ;14 dniach ania szczepionki

C | so | o | oo | 816 | 3265 | 2658 | 2658 | 816 | 1033 | . L4dniachod podaniaszezepio
zywej Zoosal T (grupa B) w porow-
X | 10,000 | 10,00° | 20,00° | 80,00° | 320,00° | 160,00¢ | 73,33 | 50,00° ; ;
D | s | ooo | 000 | 000 | 3932 | %091 | 8763 | 4676 | 2450 | "aniu do pozostalych grup golebi
zaobserwowano znaczny wzrost

Objasnienia: a, b, ¢, d — §rednie oznaczone réznymi literami w kolumnie réznig si¢ istotnie

przy p < 0,05

Tab. 2. Wartosci OD surowic oznaczone testem ELISA (n = 6)

odsetka heterofilow ($r. ok. 35%).
W grupie C nie odnotowano zmian
w odsetku heterofiléw. Natomiast
w grupie gotebi dwukrotnie im-
munizowanych szczepionka wta-
sng (grupa D) w 24 i 72 godziny
po szczepieniu przypominajagcym

A X | 0102 | 0,118 | 0,115* | 0122* | 0,128 | 0,141* | 0,123 | 0,125 I
sD | 0017 | 0028 | 0029 | 0018 | 0015 | 0,025 | 0,013 | 0,017 | zaobserwowano wyrazny wzrost
5 X 0,099 0,166° 0,259" 0,260" 0,217 0,160° 0,132 0,113 odsetka heterofilow do wartoéci,
SD | 0016 | 0055 | 0,122 | 0,098 | 0,110 | 0,041 | 0,031 | 0,012 | odpowiednio, $r. 66,3% i 58,7%
¢ | E [ 0113 | 0122 | 0135 | 0200 | 0312 | 0345 | 027 | 0173 | (tab. ).
sD | 0013 | 0,019 | 0021 | 0,202 | 0342 | 0416 | 0,239 | 0,047 Test hamowania migracji leu-
p | X | 0106 | 0109 | 0134 | 0277 | 0985 | 0931 | 0765 | 0777 | kocytow (LMI). O potencjale im-
SD | 0014 | 0020 | 0,020 | 0212 | 0,388 | 0549 | 0471 | 0298 | munogennym szczepionki $wiad-

Objasnienia: jak w tab. 1.

Tab. 3. Liczba bialych cialek krwi (WBC) w 1 pul krwi (n = 6)

czy wysokos$¢ mian przeciwcial,
ale skuteczny preparat powinien

A X 14 300 14100 12 933 11 766 14 600 13 600 15 566 15433 12 966 14 166
SD 2600 2117 1106 709 2352 3161 1041 3456 2421 1328
B X 12 433 13 500 20 367 21467 15300 16 167 14 567 14 600 12 667 14 233
SD 3066 1778 4500 1650 889 5422 1721 2696 802 808
c X 11 900 12 500 15000 17 367 16 700 13 533 14 200 13 933 11 900 12167
SD 1400 2234 1572 2887 3606 1193 2030 4336 2207 1270
D X 12 567 13 267 13 367 18 800 30 300 32167 26 333 14 867 13 833 12100
SD 808 971 603 1735 3000 3635 6227 1401 2887 1539
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Tab. 4. Odsetek (%) heterofilow (n = 6)

Med. Weter. 2015, 71 (4), 224-230

A X 17,6 19,22 17,8 20,7 23,3 22,0° 20,0° 20,5° 17,7 21,6°
SD 3,5 4,3 3,3 2,3 3,8 4,4 6,6 59 1,6 3,7
B X 21,3 35,0° 35,8 22,00 19,22 19,00 16,7 19,3 22,1° 17,7
SD 4,4 2,0 3,3 4,4 2,5 1,0 2,5 1,5 3,1 1,5
c X 21,1 18,0° 21,7 22,22 23,3 22,3 24,8 25,1 20,7 21,72
SD 1,5 1,0 3,5 4,6 2,3 6,8 6,9 58 1,2 5,5
D X 18,0 20,7 21,3 24,00 66,3" 58,7 25,3 23,0* 18,0° 18,0°
SD 6,6 3,2 1,2 3,6 4,0 9,5 4,5 3,0 1,0 5,0

Objasnienia: a, b —

srednie oznaczone roznymi literami w kolumnie r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

Tab. 5. Srednie wartosci testu LMI krwi obwodowej golebi grup doswiadczalnych i kontroli

0* 5,0 5,0 5,0 5,0
7 5,0 5,0 5,0 5,0
10 58 5,0 7,0 7,0
14 6,0 32,0 11,0 11,5
21** 55 24,0 11,0 12,0
22 = = = 39,0
24 = = = 76,0
28 7,0 5,0 26,0 22,5
35 6,5 5,0 20,3 21,9
42 6,3 5,0 0,8 17,2
50 58 5,0 0,6 10,0

Objasnienia: * — proba zerowa wykonana przed szczepieniem, ** — rewakcynacja szczepionka wtasng 21. dnia w grupie D, + — istot-
nos$¢ roznic pomiedzy grupami (p < 0, 05), ++ — istotno$¢ roznic pomigdzy grupami (p < 0,01)

indukowac¢ takze odpowiedz komorkowa. W immuno-
profilaktyce salmonellozy odpowiedz ta pelni funkcje
bariery immunologicznej, dlatego jej rola powinna by¢
uwzgledniona w ocenie wlasciwosci immunogennych
szczepionek. W dostgpnym pismiennictwie brak jest
danych odnoszacych si¢ do oceny poszczepiennej lub
zakaznej reakcji komorkowej zwigzanej z oddzialy-
waniem antygendw Salmonella na golebie. Publikacje
przedstawiaja jedynie wyniki badania wtasciwosci
protekcyjnych szczepionek w zakazeniu kontrolnym
(test challenge) (9, 27, 28). Obecnie do oceny stanu
odpornosci komorkowej immunizowanych zwierzat
wykorzystywana jest cytometria przeptywowa. Znane
s liczne publikacje z zastosowaniem metody cyto-
metrii przeptywowej do monitorowania odpowiedzi
komorkowej kur (2, 3). Ze wzglgedu na niedostepnosé
specyficznych gatunkowo przeciwciat monoklonalnych
skierowanych przeciwko limfocytom gotgbim, w bada-
niach odpowiedzi komorkowej metodg cytometrii wy-
korzystywane sg obcogatunkowe ,,kurze” przeciwciata
monoklonalne (7, 25). Dlatego w badaniach wiasnych
do oceny reakcji komérkowej golebi immunizowanych
szczepionkg wlasng zastosowano metode hamowania
migracji leukocytow (test LMI). Zjawisko hamowania
migracji makrofagéw oraz leukocytow byto w przeszto-
sci wykorzystywane do oceny komorkowych reakcji po

immunizacji szczepionkami wirusowymi, grzybiczymi
i bakteryjnymi (14, 17, 30, 33). Test hamowania migra-
cji leukocytow (LMI) ocenia zdolno$¢ leukocytow do
produkcji pod wptywem mitogenu lub antygenu cytokin
hamujacych migracj¢ komorek fagocytujacych (makro-
fagi, granulocyty).

W badaniach wlasnych wykazano, ze leukocyty
gotebi immunizowanych szczepionkami przeciwko sal-
monellozie stymulowane biatkiem antygenu Sa/monella
Typhimurium var. Copenhagen, uzyskanym z izolatu
wlasnego (66-03), reagujg zahamowaniem migracji
w tescie in vitro. Odpowiedz komorkowa najwczesniej
wystepowata w 14. dniu w grupie gotebi immunizowa-
nych szczepionka zywa Zoosal T, osiggajac najwyzsze
hamowanie migracji leukocytow wynoszace 32%, po
czym wartosci te ulegaty stopniowemu obnizaniu. Po
podaniu szczepionki wiasnej w dawce jednorazowe;,
26% hamowania migracji wystapito dopiero 28. dnia
1 stopniowo obnizato si¢. Najwyzszy odsetek hamowa-
nia migracji leukocytoéw wystapit u gotgbi rewakcyno-
wanych wiasng bakteryng w 3. dniu po rewakcynaCJl
1 wyniost 76% (tab. 5) Nalezy nadmieni¢, ze wyrazne
hamowanie migracji komodrek wystgpito juz w 24 go-
dziny po rewakcynacji i wynosito 39%. Rewakcynacja
wlasng szczepionka wywotywata najsilniejsze i dhu-
gotrwate reakcje hamowania migracji leukocytow
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swiadczace o aktywacji mechanizméw komorkowych
po immunizacji golebi.

Badania wykazaty zalezno$¢ pomiedzy okresami
pojawiania si¢ odpowiedzi immunologicznej ocenianej
testami aglutynacji probowkowej i ELISA oraz testem
LMI.

Po immunizacji szczepionka Zoosal T, kiedy od-
powiedZz komoérkowa mierzona testem LMI pojawita
si¢ 14. dnia 1 wynosita 32% hamowania, zauwazono
roOwniez znaczacy wzrost mian przeciwcial w tescie
aglutynacyjnym (70,00) oraz podwyzszone wartosci
OD w tescie ELISA (0,259). Po jednokrotnym poda-
niu szczepionki eksperymentalnej miana przeciwcial
aglutynacyjnych w 21. dniu do$§wiadczenia ulegly
wyraznemu podwyzszeniu (93,33) podobnie jak OD
w tescie ELISA, ktore wzrastato do 35. dnia 1 osiggneto
wartos¢ 0,345. Rowniez 28. dnia hamowanie migracji
leukocytow osiggnelo najwyzsza warto$¢ (26% ha-
mowania), co w poréwnaniu z wynikami uzyskanymi
w grupie B $wiadczy o wolniejszym narastaniu reak-
cji immunologicznych po jednokrotnej immunizacji.
W 7 dni po szczepieniu przypominajacym bakteryna
wilasng miana przeciwciat aglutynacyjnych znacznie
wzrosty (320,00). Podobne kierunki zmiennos$ci zaob-
serwowano w tescie ELISA. Wysokie wartosci OD poja-
wily si¢ 7. dnia po rewakcynacji (0,985) i utrzymywaty
si¢ przez kolejne dni doswiadczenia (28 dni po rewak-
cynacji OD = 0,931). Natomiast odpowiedZ komorko-
wa pojawila si¢ juz po 24 godzinach po rewakcynacji
(39% hamowania) i narastata bardzo szybko, osiagajac
76% hamowania w trzecim dniu. P6zZniej nastgpowat
powolny spadek, ale w dalszym ciagu (2 tygodnie po
szczepieniu przypominajacym) wartosci wynosity 22%
hamowania (tab. 1, 2, 5).

Uzyskany wysoki procent hamowania migracji (76%)
w 3. dniu po rewakcynacji potwierdza skutecznos¢
eksperymentalnej szczepionki w pobudzaniu odpo-
wiedzi komorkowej. Badania wtasne przeprowadzone
na gotebiach majg charakter pionierski. W dostgpnym
pi$miennictwie brak jest informacji zwiqzanych Z po-
wyzsza tematyka. Jedynie Nagaraja i wsp. (17) opisali
wyniki testu hamowania migracji leukocytow u kurczat

& |
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'

Ryec. 1. Zmiany histologiczne w $ledzionie. Torebka lacznot-
kankowa (%), miazga biala (V) i miazga czerwona (), pow.
100 x
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zakazonych S. Typhimurium. Autorzy ci wykazali wy-
soki stopnien hamowania migracji u tych ptakow.

Aktualne publikacje przedstawiaja natomiast wyniki
badan oceniajace parametry odpowiedzi komorko-
wej gotebi metoda cytometerii przeptywowej. Dudek
i Bednarek (8) oceniajac te parametry po dozylnym
podaniu endotoksyny E. coli, wykazali procentowy
wzrost limfocytéw T CD3+, Th CD4+ i Tc CD8+.
Z kolei Stenzel 1 wsp. (25) badali reakcj¢ subpopulacji
limfocytéw T CD4+ i CD8+. Immunizowali gotebie
inaktywowang szczepionka PM —VAC oraz podawali
metizoprinol (immnomodulator). Uzyskane wyniki
okreslili jako trudne do oceny ilosciowej ze wzgledu na
wykorzystanie w badaniach przeciwciat mysich skiero-
wanych przeciwko limfocytom kurzym (ze wzgledu na
nieosiggalnos$¢ przeciwciat gatunkowo specyficznych
dla golebi).

Zmiany histologiczne w §ledzionie. Skrawki tkan-
kowe §ledzion gotebi kontrolnych (grupa A) otaczata
cienka, delikatna torebka tagcznotkankowa, a migzsz na-
rzadu, w rownych proporcjach, stanowity miazga biata
1 miazga czerwona (ryc. 1). Skrawki tkankowe $ledzion
gotebi z grupy doswiadczalnej B i C nie wykazywaty
zmian histologicznych i mialy podobng morfologi¢
do gotebi pochodzacych z grupy kontrolnej. Wyrazne
zmiany zaobserwowano u ptakow rewakcynowanych.
Cechowaly si¢ one zwigkszeniem zawarto$ci miazgi
czerwonej z nagromadzonymi elementami komoérko-
wymi. Pochewki okolotetnicze ulegly pogrubieniu
a w obwodowym ich obszarze obserwowano namna-
zanie limfocytow oraz zwigkszong liczbe makrofagow
(ryc. 2). W tym samym czasie (24 1 72 godziny po re-
wakcynacji) wystapil rowniez znaczacy wzrost odsetka
heterofilow ($r. 66,3% 1 58,7%) oraz silne hamowanie
migracji leukocytow (76%) co wskazuje na mobilizacje
uktadu immunologicznego.

Wprowadzenie do obrotu nowego immunologicz-
nego produktu leczniczego poprzedzaja wieloetapowe
badania wstegpne, przedkliniczne 1 kliniczne majace na
celu wykazanie bezpieczenstwa stosowania oraz jego
skutecznosci dla gatunkow docelowych. Wtasne ob-
serwacje z przeprowadzonych badan laboratoryjnych

Ryec. 2. Zmiany histologiczne w $ledzionie. Okolotetnicza
pochewka limfatyczna (V), podzial limfocytéw (4) i makrofag
(¥), pow. 1000 x
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1 klinicznych wykazaly, ze zaré6wno jednorazowe, jak
i dwukrotne podanie szczepionki gotebiom doswiad-
czalnym nie wywotywato jakichkolwiek widocznych
dziatan niepozadanych. Szczepionka wtasna zawierajaca
w swoim sktadzie inaktywowany homologiczny dla go-
tebi drobnoustroj zarazek Salmonella Typhimurium var.
Copenhagen i opracowany specjalny adiuwant okazata
si¢ w badaniach preparatem skutecznie pobudzajacym
humoralne i komoérkowe mechanizmy odpornosci im-
munizowanych gotegbi. Silna modulacja odpowiedzi
immunologicznej u szczepionych ptakow wskazuje na
skuteczng formute inaktywowanego antygenu z adiu-
wantem z saponin zen-szenia i karbomeru, co moze by¢
w przysztosci wykorzystane do szybkiego opracowania
nowych szczepionek dla innych gatunkow zwierzat.
Na uwage zashuguje wykazanie wyraznej serokon-
wersji przeciwciat badanych testem ELISA i odczy-
nem aglutynacji juz po pierwszej dawce szczepionki
wlasnej oraz silnej reakcji anamnestycznej przeciwciat
po podaniu drugiej dawki. Ma to istotne znaczenie dla
uzyskania prawidlowej biernej naturalnej odpornosci.
Wysoki poziom dhlugo utrzymujacych si¢ przeciwcial
poszczepiennych oraz znaczacy wzrost odsetka hamo-
wania migracji leukocytow po podaniu drugiej dawki
szczepionki stwierdzony w tescie LMI jednoznacznie
uzasadnia celowos¢ wykonywania rewakcynacji u go-
febi, jako zabiegu warunkujacego rozwinigcie si¢ petne;j
odpornosci przeciwko infekcji zarazkiem Salmonella.
W badaniach wtasnych wykazano, ze szczepionka eks-
perymentalna oparta o izolat Salmonella Typhimurium
var. Copenhagen, zawierajgca karbomer i1 ekstrakt
zen-szenia (Radix panax ginseg), dwukrotnie podana
gotebiom domowym indukuje wyzsza} odpowiedz hu-
moralng oraz komérkowa w poréwnaniu do szczepionki
komercyjnej Zoosal T (podanej jednokrotnie).
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