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Bodonio nod wortościg immunogennq szczepionek
przeciw lepiospirozie psów

z zaklad! Technologiczno-Badawczego Plllawskiclr Zakładóul PIzemJ,ślu Biowetefynalyjnego \\, Prttał-ach

Problem zapobie,garria 1eptospirozom psów,
ze względu na bliski kontakt tych zwierząt z
człcwiekiem, -iest stale aktualny. Szczepienia
profilaktyczne, oprócz uodpornienia psórnz ma-
ją na celu zmniejszenie niebezpieczeństwa
przypadkorvvch zakażen ludzi, do któr_vch
rnoże dochodzić poprzez Tnocz zwierząt cho-
rych lub bezobjawowych nosjcieli 1eptospir.
Dlatego też stosorvane u psów szczepionki po-
winny posiadać możliwie silne właściwości
uodporniaiące. Ich wartość immunogenną
określić mozna m. in. na podstawie poziomu
aglutvnin w surowicach szczepionych zwie-
rząt (l, 6, 8, 12). U psów stosorł,ane są szcze-
pionki zabite, zawierające najczęściej drva se-
rotypy lept,ospir: L. lnterrogans serotyp żc-
terohaemorrh.agżae i serotyp canżcola. Do inak-
tywacji używany iest feno] (2, \2), forma]ina
(4, 5, 7, 9), Iub ciepło (B, 12).

Przeprowadzone badania własnc nrialy na, ce-
1u przygotowanie dwu rodzaió,uv szczepionki
biwa]entnej z użyciern różn;lch metocl inakty-
wacji, ocenę nieszkodliwości oraz wartości im-
munogennej szczepionek na poCstawie pozio-
mu aglutynin w surowicach szczepionych
psów oraz porównanie szczepionek doświąd-
czalnych z importowanymi preparatami han-
dlowymi stosowanymi w praktyce.

Materiał i rnetodv
Szcze pionki. Do przygotowania szczepionek uży-

to dwu serotypów 1eptospir: L. intetrogans-se,rotyp
icteTohaemol,rhagżae (szczep M20) oraz L, in,terrogans-
serotyp canicola (szczep Hond Utrecht IV). Dwutygod-
niowe ho,dowle każdego selotyptr na buliołrie kort-
hof'a, o mianie 108 leptospir/ml okreśIon}.rn metodą ho-
dowlaną, podzielono na dwie części i przygotowano na-
stępu j ące r odz:aje szczepion}di :

A. Hcdowle inaktywowano przez 24 godzilny 0,30/o
fenolem w 30oC, Skuteczność inaktywacji sprawdzoino
pod mikroskopem (w ciemnym polu) oraz przy pomocy
posiewów na bulion Korthof'a.

Następnie hodowle rł,irowano w ciągu 1,5 godziny
przy 23 000Xg (MSE HS-16) i osad zawieszano w pły-
nie fizjologicznym, w 1/10 objętości wyjściowej. Szcze-
pionkę biwalentną przygotowano łącząc równe obję-
tości obu serotypów.

B. Hodowle inaktywowano w ciągu 30 minut w łaźni
wodnej o ternperaturze 56oC. Po sprawdzeniu przeży-
walności me,todami i rv. hodowle roz]ewano do butelek
i liofiI,izo,wano. Do szczepienia }iofilizat rozpuszczano
rv płynie fizjologicznym, rł, 1/10 objętości wyjściowej.
Szczepio,nkę biwalentną przygotowano łącząc ró,wne
objętości obu serotypórł,.

Do badań włączono jako preparaty odniesienia, clwie
biwalentne szczepiorr}<i importowane: Leptovax-pIus
(Wellcome) s. 86912 i szczepionkę radziecką c. 4565.k613
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oza a]ej ', zd e ról,vnież seroty-py emo i c obie szczepionkiZDa się ach r.vażrości.
r.Ą/ ce]u wstępnego ckreślenia nieszkoCliwości, bada-

nymi s mi zaszcz.epliono po trzv świnki mor-
skie. p dootr.zerl,rol,,-o po 2,0 ml preparatu.

Zvl i Dc badań użytr.l 3E psórłr rasy miesza-
nej, różnej płci, rv ,"vieku 3-5 miesięcy. Przed szczepie-
niem badaniern serologicznym nie stlvierdzono u niich
(w rozcieńczeniu surorrricy 1:10) przecirł,ci,ał anty źncte-
rohaemorrhagiae t canicolo. Psy podzlelono losołvo na
4 grup;,.

Szczepienie i pobieranie krwi do ba-
d_ań. Cbie szczepionki dośr,viadczalt-tc oraz szczepionkę
,,R" polav,.ano s.c. w objętcści 2 ml, natomiast szcze-
pionke Leptorlax-plus zgodnie z zaleceniami proCucenta
tv darą,ce 1 mI (t Iiolka). Po trzech tygoCniach wykona-
no drugie szczepienie takimi mvmi dawkami szcz,e-
pionek. Liczby psow zaszcze cnych po,szczególnymi
preparatatni pc,da,lro na wykresach. Krew do badań se-
lologicznych pobierano z serca w 10 dniu i 3 tygod_niu
po pierrvszym szczepieni,u oraz po 10 dniach, 3, 5 i B
1ygodniach po drugim szczt,pienlLt,

Odczy n aglutyna cji. Za p,omocą płynu f,izjo-
lcgicznego rł-;,licnywano dlvukro,tnie rozcieńczenia su-
rorł.icy od 1:10 cl.o 1:640. Do ka_żdego r-ozcieńczenia do-
dawano równa cbietość (0,2 ml) 7-10 dniorvej hodowli
leptospir odpowiedni.ego serotypu, na podłożu Korthofa,
Po drvóch godzinach inkubacji rv temperaturze 30oC
rłlynik odczyty\\,ano pod mikroskopem, używając kon-
densoi,a ciemnego pola (pg.u, X 140). Za rriano surowi-
cy prz;rjmorvano najr,v)rżs :ł,e r ozcieńcze.nie aglutynujące
507o leptospir.

Wyni ki
Wstępne badanie nieszkodliwości szczepionek do-

śrł.iadczalnych, przeprowadzone na świnkach morskich,
dało rł,ynik pozyty\\,ny - zulierzęta pozo,stały zdro,we rv
ciągu 10-dniorł,ego ckresu obserlvacji. U szczepionvch
psó-,v rórvnież nje stwierdzono ujemnych skutków wak-
cynacji - stan ogólny zwierząt, apetyt i ciepłota wew-
nętrzna pozostały bez zmian. NTie zaobserłt owano także
żaCnych objaw-ólv po podaniu drugiej darvki szczepion-
ki liofilizorvanej zar,r,ierającej surowicę z podłaża.

Badiinie odpowiedzi ser,ologicznej sz,czepio,nych psów
dało następujące rvy,niki, Na ryc. 1 przedstar,ł,liono śred-
nie geometryczne mian (GMT) aglutynin p-ko seroty-
powi icterohaemorrhagżae, w grupach p,sów lrodpornio-
n3zch poszcz Dziesięć dni po
podaniu pier na.iwyższe mianastwierdzono anej, dużo niższe
po szczepionce fenołowej i Leptovax-plus nie strvier-
dzono prze ,,R". W 3 tygodnie poprerwszym przypadku szczepionkifenolowej zbllżone i -wynosiły
odpowiedn (10-160). Po zastoso-
waniu preparatów importowanych miarra były dużo
niższe Leptovax-plus 4,1 (0-20), ,,R'' 1,7 (0-10), przy
czym przeciwc,iała wystąpiły tylko u części psów. Po
podaniu drugiej dawki szczepiorrrki fenolowej i liofilizo-
wanej stwierdzono wytaźny wzrost miana przeciwciał.
W 10 dni po rervakcynacji o,dnotorva,no najwyższe mia-
na aglutynin, GMT po szczepieniu szczepionką fenolową
wynosiło 78,9 (40_160), po szczepionce liofilizowanej
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było niższe 61,7 (20-80). Drugie szczepienie szcźepion-
kami Leptovax-plus i ,,R" spowodowało jedynie nie-
znaczny wzrost mian do wartości odpor,ł,iednio 15,9
(10---40) i 6,7 (0-20).

Po tl,zech tygodniach od dlugiego szczepienia u- su-
rorvicach psów, które ottzymały szczepionkę fenołową
i 1i of ilizorvan ą, or az Leptovax-plus, wystąpił nieznaczny
spadek ilości przeciwc e
już aglutynin u psów z
Pięć tygodni po rewa
obiema szczepjonkami
i,aźny spadeli miana aglutynin GMT - 25,0. Po następ-
nych trzeclr tygod,niach tj. łv 8 tyg. p,o drugim szczepie-
niu u psór,r,, które uodpolniono szczepicnl<ą fenolorł,ą,

ciał.
Na ryc. 2. przedstawiono miana aglutynin alty canż-

cola w surowicach szczepionych zwlerząt. U p,sów

W surowicach psów szczepionych szczepir-lnką ,,R" nie
stlvierdzono przeciwciał przeciw serotypowi canicola.

xx
Ryc 1. Poziom aglutynin (GMT) anty

objaśnienia: : Szczepionka 1enolowa
SzcZepionka Leptc\rax-plLIs (7 psów) ;

Omówienie wyników

, Na warLość immunogermą szczepionek, obok
dobor,u odpowiednich szczepów ma równiez

jących pewne właści,,vości imnrunogenne,
Stwierdzono t,akże, że szczepionka przyg,ot,o-

wana Z pełnej hodow]i leptospir posiada lep-
sze właściwości uodporniające, w porówna-
niu do preparatu z samych komórkach, za-
wierającego identyczną ilość drobnoustrojórv

rzed W niniej-
słab dź sero]o-
iony ną szcze-
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Ryc. 2. Poziom aglutynin (GMT) anty canicola w surowicach
objaśn,ienia: : szczepionka 1enolowa (i6 psów) i -:- -,,--

.rÓJÓpiortou Leptovax-plus (? psów) ; .,., " : szczepionka ,,R" (4

tygodnle Po

psór,v szczepionych czterema szczepionkami
: szczepionka liofilizowana (9 psów)
psy); x : szczeplen]e.

l0 dni 3 tys 8 tys
p anlus2cze

525



Nr9 MEDYCYNA WETERYNARYJNA ROK XXXIII

piorrką liofilizowaną, przygotowaDą z pełnych
hodowli serotypów źcteroh,aemorrhagżae i ca-
nl,cola. Prawdopodobnie związane to było 'z
zastosowaniem odmiennych metod inaktywa-
cji do przygotowania obu szczepionek doś-
wiadczalnych. W szczepionce liofilizowanej an-
tygeny poddane były dwukrotnie działaniu
czynników inaktywuiących: temperatury, jako
właściwego środka inaktywującego, a następtrie
liofilizacji zastosowanej w celu zagęszczenia
szczepionki. Przypuszczac zatem należy, że ko-
rzyść z u:życia pełnych hodowii leptospir do
przygotowania szczepionki, została pomniejszo-
na przez zastosorvanie szczególnie niekorzyst-
nych metod inaktywacji. Jiran i wsp" (B) uży-
wając do przygotowania szczepionki tej samej
metody (inakŁywacja ciepłem, zagęszczenie
przez liofilizację), uzyskali u szczepionych
psów miano aglutynin przeciw serotypowi
żcteroh,alnorrhagżae 1:6 tj. na poziornie stwier-
dzonym w badaniach własnych po szczepieniu
preparatem liofilizowanym,

Autorzy ci nie stosowali jednak porównaw-
czo szczepiorrki przygotowanej z zastosowa-
niem lnnych metod inaktywacji. Nowakowski
(dane niepubiikowane) wykazał za pomocą
czynnego testu ochronnego na chomikach, że
szczepionka zawierająca serotyp icterohaemor-
rhagżae, inaktywowana ciepłem i poddana do-
datkowo liofilizacji, posiadała mniejszą wartość
immunogenną niż szczepionki inaktywowane
fenolem 1ub formaliną, Potwierdza to wynik
oceny porównywanych szczepionek dokonanej
na podstawie odpowiedzi serotrogicznej.

Rezultaty uzyskiwane przez innych autorów
(9, 10, 11) świadczą o tym. że szczepionki przy-
gotowywane z pełnych hodowli 1eptospir posia-
d"ją lepsze właściwości uodpornia jące, Do
ich sporządzenia jednakze powinny być
uzywane podłoza nie zawierające surowicy o
działaniu uczulającym (10). Należy zaznaczyć.
że w badaniach własnych u psów szczepionych
szczepionką liofilizowaną, zawierającą surowi-
cę króIiczą, nie zaobserwowano objawów
wstrząsów anafilaktycznych. Obserwacja po-
wyższa \Mymaga potwierdzenia na szerszym
materiale doświadczal.nyn.

Skutecznoś c szczepień prof ilaktyc zny ch prze-
ciwko leptospirozie zależy bezpośrednio od
jakości stosowanych szczepionek, Najpewniei-
szą metodą oceny iclr wartości immunogen-
nej jest kontrolne zakazetrie szczepionych
zwierząt. Badania wielu autoró,,v (1, 6, B, 12)
lvykazały, że do tego celu mozna równiez sto-
sować metodę pośrednią, określając poziom
aglutynin u szczepionych psów. W przeprowa-
dzonych badanjach urzyskano zrożnl,cowaną od-
powiedź serologiczną w zależności od stosowa-
nego preparatu. Na podstawie mian aglutynin
można sądzic, że obie szczepionki doświadczal-
ne mają większą wartość immunogenną ntż
badane szczepionki odniesienia. Maksymalne
miana przeciwciał, przeciwko obu serotypom,
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byŁy wyższe u psów szczepionych preparatami
doświadczalnymi, ponadto aglutyniny utrzy-
mywały się w krwiobiegu dłuzej. Poniewaz
sposób przygotowania użytych do badań po-
równawczych preparatów handlowych nie jest
znaTLy, nie mozna jednc.czenie określić przy-
czyny słabszej odpowiedzi serologicznej psów
uodpornionych tymi szczepionkami.
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lł[ccae-
AoBaHI{fl ,{MMyIIoreHHoń L\eHIIocTn BaI(rłLrH IIpoTt{B JIe-
urocnrłposa co6ax.

Ha ocrłoeanillr TrrTpa arrJIIoT]4HI,lHoB B cblRopoTKax
]4MMyHl43r{,pyer"rsrx co6ar< oEpeAe JIfl jlacb rlMMy}iole HHa,H
cToI4MccTb 4nyx 6ueaneHTHblx EaKI{r,lH, IIplfoToBneH,
HBlx pa3flltlHl,IMr{ MeToAaM]ł J4 coAe1]iKaqnx L. inter-
rogans cepoTlłil icterohaemorrhagiae z ceporlrn cani-
co,Ia. B KaqecTBe npenapaToB oTHeceHilfl TIpuMeHIr-JIu
ABe ,,IMnopTnble BaKqnFILI, AocTyrIHBle rła pr,,rHxe. IIarł-
BL,Tclurle T!lTpL,I arIJiIo,IilHrlHoe (40-160) o6rrapy>NN:rlł
B cT)IBopoTKax cc6ar<, ]4MMyH]43r{poBaFIHL,Ix r:axqlłuoir,
ilHaKTI{BrlpoBaHrłoń @euonel,r, 6onee cfla66lż cepoJIoIM-
.]ecxr{ń orser (2C-90) no;ryvrłln rrocfle ,{MI!ryHv3a\v!I
:ruo$lr,rNloa a FIH ( ż B a KIlr{Hcrż. ltx ax,llłsl4l] oB aHHoń Te n -
aou. Aeroplr npe,qnoJla|arcT, qTo nprtJr{tłoir 6ołee rłrłs-
xoż J4MMyHoreHHoń cTorlłocru ltncĘult,l,LsoeaIłHoż
BaKl{ilHLI 6sr.lro cT prqaTe.]IE,HCe ao:,qeżcr:eue TenJIa rł
npoqecca łlro$ulułsaqrłr. B csrsopcTKax cc6ar<, xo-
Topblx BaKqrfHrlp,:BaJI]ł npenapaTaulr Leptovax 

- 
rrJlioc

rl BaKquHcń,,R", 5rponerłs aIrJItoT]łHrlHos Esrn rjrl}ł<e
(cootsercreerłrro 1C-40 ą a-Za), a BpeMa ,4x yAepx<r.{-
BaHl-fl KoporJe tle Iu B cilyĘae SKcneprfMeHTaJIE LILIX
BaKI]r{H"

Nowakowski J., Orzechorvska-Ku]awczuk ]}/I. - Stuclics
on the immunogenic valtle of vaccines against leptospi-
rosis in dogs.

The immunogenic values ,o,f tr,1,o bivalent vaccines
prelpared by different metho,ds, containing L. intelro-
gans serotype icterohaemorrhagiae and serotype canico-
la, were determined on the basis of agglutinin titres in
sera of vaccinated dogs. In ccmparative stud,ies two
irnported trade vaccines wefe applied. The highest
titre of agglutynin (40-160) ,"vere noted in scta of dogs
vaccinate,d with a phenoil inactivate,d vaccine, lower
lesponse was found (20-80) aft,er vaccination with a
IyoPhylized heat inactivated vaccine. The authors as-
sumed that a 1ower immunogenic activity of a lyophy-
1ized heat inactirlated vaccine was due to an unproifi-
table infiuence of h,eat and lyophylization pr.ocedures.
In sera of dogs vacCinated with Leptovax-plus or ,,H"
vaccine the level of agglutinis was lower, 10-40 and 0-
20, respectively. Resides, agglutinis disappeared earlier
after immunization with trade vaccines.


