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Badania nad wartosciq immunogenng szczepionek
przeciw leptospirozie pséw

Z Zakladu Technologiczno-Badawczego Pulawskich Zakladdéw Przemyslu Bioweterynaryjnego w Pulawach

Problem zapobiegania leptospirozom psow,
ze wzgledu na bliski kontakt tych zwierzat z
czlowiekiem, jest stale aktualny. Szczepienia
profilakiyczne, oprécz uodpornienia pséw ma-
ja na celu zmniejszenie niebezpieczenstwa
przypadkowych zakazen ludzi, do ktoérych
moze dochodzi¢ poprzez mocz zwierzat cho-
rych lub bezobjawowych nosicieli leptospir.
Dlatego tez stosowane u psdéw szczepionki po-
winny posiada¢ mozliwie silne wtasciwosci
vodporniajace. Ich warto§¢ immunogenng
okresli¢ mozna m. in. na podstawie poziomu
aglutynin w surowicach szczepionych zwie-
rzat (1, 6, 8, 12). U psow stosowane sg szcze-
pionki zabite, zawierajace najczesciej dwa se-
rotypy leptospir: L. interrogans serotyp ic-
terohaemorrhagiae i serotyp canicola. Do inak-
tywacji uzywany jest fenol (2, 12), formalina
(4, 5, 7, 9), lub cieplo (8, 12).

Przeprowadzone badania wlasnc mialy na ce-
lu przygotowanie dwu rodzajow szczepionki
biwalentnej z uzyciem réznych metod inakty-
wacji, ocene nieszkodliwosci oraz wartosci im-
munogennej szczepionek na podstawie pozio-
mu aglutynin w surowicach szczepionych
psow oraz pordéwnanie szczepionek doswiad-
czalnych z importowanymi preparatami han-
dlowymi stosowanymi w praktyce.

Material i metody

Szczepionki. Do przygotowania szczepionek uzy-
to dwu serotypdow leptospir: L. intefrogans-serotyp
icterohaemorrhagiae (szczep M20) oraz L. interrogans-
serotyp canicola (szczep Hond Utrecht IV). Dwutygod-
niowe hodowle kazdego serotypu na bulionie Kort-
hotf’a, o mianie 108 leptospir/ml okres§lonym metodsg ho-
dowlang, podzielono na dwie czedci i przygotowano na-
stepujace rodzaje szezepionki:

A. Hodowle inaktywowano przez 24 godziny 0,3%
fenolem w 30°C. Skuteczno$é inaktywacji sprawdzono
pod mikroskopem (w ciemnym polu) oraz przy pomocy
posiewdédw na bulion Korthof’a.

Nastepnie hodowle wirowano w ciggu 1,5 godziny
przy 23 000Xg (MSE HS-16) i osad zawieszano w ply-
nie fizjologicznym, w 1/10 objeto$ci wyjsciowej. Szcze-
pionke biwalentng przygotowano gczgc réwne obje-
tosci obu serotypéw.

B. Hodowle inaktywowano w ciggu 30 minut w lazni
wodnej o temperaturze 56°C. Po sprawdzeniu przezy-
walnos$ci metodami j.w. hodowle rozlewano do butelek
i liofilizowano. Do szczepienia lofilizat rozpuszczano
w plynie fizjologicznym, w 1/10 objetosci wyjsciowej.
Szczepionke biwalentng przygotowano Ilgczge réwne
objetos$ci obu serotypow.

Do badan wlgczono jako preparaty odniesienia, dwie
biwalentne szczepionki importowane: Leptovax-plus
(Wellcome) s. 86912 i szczepionke radziecky c. 4565.k613
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oznaczong dalej jako .R", zawierajace réwniez seroty-
py icterohaemorrhagiae i canicola. Obie szczepionki
zrajdawaly sie w granicach terminu waz=no$ei.

W celu wstepnego okreflenia nieszkodliwoéci, bada-
nymi szezepionkami zaszczepiono po trzy $winki mor-
skie, podajic im dootrzewnowo po 2,0 ml preparatu.

Zwierzela Do badai uzylo 38 psow rasy miesza-
nej, réznej pleci, w wieku 3—5 miesigey. Przed szczepie-
niem badaniem serologicznym nie stwierdzono u nich
(w rozcienczeniu surowicy 1:10) przeciwcial anty incte-
rohaemorrhagiae i canicole. Psy podzielono losowo na
4 grupy.

Szczepienie I pobieranie krwi do ba-
dan. Cbie szczepionki doswiadczalne oraz szczepionke
»R” podawano s.c. w objetosei 2 ml, natomiast szcze-
pionke Leptovax-plus zgodnie z zaleceniami producenta
w dawce 1 ml (1 fiolka). Po trzech tygodniach wykona-
no drugie szczepienie takimi samymi dawkami szcze-
pionek. Liczby psow zaszezepionych poszezegdlnymi
preparatami podano na wykresach. Krew do badan se-
rologicznych pobierano z serca w 10 dniu i 3 tygodniu
po pierwszym szczepienju oraz po 10 dniach, 3, 5 i 8
tygodniach po drugim szezepieniu.

Odczyn aglutynacji. Za pomoca plynu fizjo-
logicznegn wykonywano dwukrotnie rozcienczenia su-
rowicy od 1:10 do 1:640. Do kazdego rozcieficzenia do-
dawano réwna objetodé (0,2 mly 7—10 dniowej hodowli
leptospir odpowiedniego serotypu, na podtozu Korthofa.
Po dwoéeh godzinach inkubacji w temperaturze 30°C
wynik odeczytywano pod mikroskopem, uzywajac kon-
densora ciemnego pola (pow. X 140). Za miano surowi-
Cy przyjmowano najwyzsze rozcieficzenie aglutynujace
50% leptospir.

Wyniki

Wstepne badanie nieszkodliwodci szczenionek do-
$wiadczalnych, przeprowadzone na §winkach morskich,
dalo wynik pozytywny — zwierzeta pozostaly zdrowe w
ciggu 10-dniowego okresu obserwacji. U szczepionych
pséw rowniez nie stwierdzono ujemnych skutkéw wak-
cynacji — stan ogdlny zwierzat, apetyt i cieplota wew-
netrzna pozostaly bez zmian. Nie zaobserwowano takze
zadnych objawdw po podaniu drugiej dawki szczepion-
ki liofilizowanej zawierajacej surowice z podloza.

Badanie odpowiedzi serologicznej szeczepionych pséw
dalo nastepujgce wyniki. Na ryc. 1 przedstawiono $red-
nie geometryczne mian (GMT) aglutynin p-ko seroty-
powi icterohaemorrhagiae, w grupach pséw uodpornio-
nych poszezegdlnymi szezepionkami., Dziesieé dni po
podaniu pierwszej dawki szezepionek, najwyzsze miana
stwierdzono po szezepionce liofilizowanej, duzo nizsze
po szczepionce fenolowej i Leptovax-plus nie stwier-
dzono przeciweial po szezepionce ,R”. W 3 tygodnie po
plerwszym szezepieniu GMT w przypadku szezepionki
fenolowej i liofilizowanej byly zblizone i wynosily
odpowiednio 27,0 (10—80) i 294 (10—160). Po zastoso-
waniu preparatéw importowanych miana byly duzo
nizsze Leptovax-plus 4,1 (0—20), ,,R” 1,7 (0—10), przy
czym przeciwciala wystgpily tylko u czesci pséw. Po
podaniu drugiej dawki szczepionki fenolowej i liofilizo-
wanej stwierdzono wyrazny wzrost miana przeciwcial.
W 10 dni po rewakeynacji odnotowano najwyzsze mia-
na aglutynin, GMT po szczepieniu szezepionkg fenolowa
wynosito 78,9 (40—160), po szczepionce liofilizowanej
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byto nizsze 61,7 (20—80). Drugie szczepienie szczepion-
kami Leptovax-plus i ,,R” spowodowalo jedynie nie-
znaczny wzrost mian do wartosci odpowiednio 15,9
(10—40) i 6,7 (0—20).

Po trzech tygodniach od drugiego szczepienia w su-
rowicach psow, ktére otrzymaly szczepionke fenolowg
i liofilizowana, oraz Leptovax-plus, wystapil nieznaczny
spadek ilosci przeciwcial. Natomiast nie stwierdzono
juz aglutynin u psoéw szezepionych szezepionkg 0
Pieé tygodni po rewakeynacji, u psow szezepionych
obiema szczepionkami doSwiadezalnymi, nastapil wy-
razny spadek miana aglutynin GMT — 25,0. Po nastep-
nych trzech tygodniach tj. w 8 tyg. po drugim szczepie-
niu u pséw, ktére uodporniono szczepionka fenolows,
miano przeciweial utrzymalo sie na nie zmienionym
puziomie. Odnotowano nalomiast obnizenie sig poziomu
aglutynin u psoéw szezepionych preparatem liofilizowa-
nym. W surowicach psow szezepionych preparatami od-
niesienia Leptovax-plus i ,R" nie stwierdzono przeciw-
cial.

Na rye. 2. przedstawiono miana aglutynin aaty cani-
cola w surowicach szczepionych zwierzat. U psow
szezeplonych preparatami  doswiadezalnymi, poziom
przeciwcial anty canicola byl nizszy niz przeciwcial
anty lcterohaemorrhagiae. Po szczepleniu szezepionka
Leptovax-plus przeciweiala anty canicola i anty ictero-
haemorrhagiae utrzymywaly sie na zblizonym poziomie.
W surowicach psow szczepionych szczepionkg ,R” nie
stwierdzono przeciwcial przeciw serotypowi canicola.
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Srednia geometryczna mian

Omowienie wynikow

. Na warto$¢ immunogenng szczepionek, obok
doboru odpowiednich szczepéw ma rTOWhiez
wplyw sposob ich przygotowania. W przepro-
wadzonych  badaniach poréwnano wartos¢
immunogenna dwoch rodzajéw szezepionek do-
dwiadezalnych: szezepionki komdérkowej] in-
aktywowanej fenolem oraz szczepionki z pel-
nej hodowli, inaktywowanej cieplem, zawie-
rajacej oprocz komérek produkty przemiany
materii leptospir. Badania innych autoréw (3,
10, 11) wykazaly w plynach hodowlanych
obecnoéé rozpuszezalnych antygendéw, posiada-
jacych  pewne wlaSciwosci —immunogenne.

Stwierdzono takze, ze szczepionka przygoto-
wana z pelnej hodowli leptospir posiada lep-
sze wlasciwosei uodporniajace, w porowna-
niu do preparatu z samych komérkach, za-
wierajacego identyczna iloé¢ drobnoustrojow
(10). W badaniach przedstawionych w niniej-
szej pracy uzyskano slabsza odpowiedz serolo-
giczng u pséw szezepionych biwalentng szcze-
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Ryc 1. Poziom aglutynin (GMT) anty icterohaemorrhagiae w surowicach pséw szczepionych czterema
szezepionkami

Objasnienia: —————— = szezepionka tenolowa (16 PsSOW) ;
szczepionka ,.R"

szczepionka Leptovax-plus (7T PSOW) 1 . .o o v« v =

————— = szczepionka liofilizowana (9 psow); ——.——. =
(4 psy); X = szczeplenie,
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Ryc. 2. Poziom aglutynin (GMT) anty canicola w surowicach pséw szezepionych czterema szczepionkami

Objasnienia: —— = szezepionka tenolowa (16 PSOW);
szczepionka ,.R”

szezepionka Leptovax-plus (7 PSOW) ; . o w v v v v =

————— = szezepionka liofilizowana (9 psow); ——.—— =
(4 psy); x = szczepienie.
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pionks liofilizowana, przygotowanag z pelnych
hodowli serotypéw icterohaemorrhagice i ca-
nicola. Prawdopodobnie zwigzane to bylo "z
zastosowaniem odmiennych metod inaktywa-
cji do przygotowania obu szczepionek dos-
wiadczalnych., W szczepionce liofilizowanej an-
tygeny poddane byly dwukrotnie dzialaniu
czynnikow inaktywujacych: temperatury, jako
wlasciwego érodka inaktywujacego, a nastepnie
liofilizacji zastosowanej w celu zageszczenia
szczepionki. Przypuszczaé zatem nalezy, ze Ko-
rzyé¢ z uzycia pelnych hodowli leptospir do
przygotowania szczepionki, zostala pomniejszo-
na przez zastosowanie szczegélnie niekorzyst-
nych metod inaktywacji. Jiran i wsp. (8) uzy-
wajac do przygotowania szczepionki tej samej

metody (inaktywacja cleplem, zagegszczenie
przez liofilizacje), uzyskali u szczepionych
pséw miano aglutynin przeciw serotypowi

icterohamorrhagice 1:6 tj. na poziomie stwier-
dzonym w badaniach wlasnych po szczepieniu
preparatem liofilizowanym.

Autorzy ci nie stosowali jednak pordéwnaw-
czo szczepionki przygotowane] z zastosowa-
niem innych metod inaktywacji. Nowakowski
(dane niepublikowane) wykazal za pomocg
czynnego testu ochronnego na chomikach, ze
szczepionka zawierajaca serotyp icterohaemor-
rhagiae, inaktywowana cieplem i poddana do-
datkowo liofilizacji, posiadata mniejsza wartosé¢
immunogenng niz szczepionki inaktywowane
fenolem lub formaling. Potwierdza to wynik
oceny pordéwnywanych szezepionek dokonane]
na podstawie odpowiedzi serologicznej.

Rezultaty uzyskiwane przez innych autorow
(9, 10, 11) $wiadczg o tym, ze szczepionki przy-
gotowywane z pelnych hodowli leptospir posia-
dajg lepsze wladciwosci uodporniajace. Do
ich sporzagdzenia jednakze powinny by¢
uzywane podloza nie zawierajgce surowicy o
dziataniu uczulajacym (10). Nalezy zaznaczyd¢,
ze w badaniach wlasnych u pséw szczepionych
szczepionka liofilizowana, zawierajaca surowi-
ce krolicza, nie =zaobserwowano objawdw
wstrzasow anafilaktycznych. Obserwacja po-
wyzsza wymaga potwierdzenia na szerszym
materiale doswiadczalnym.

Skutecznoéé szezepien profilaktycznych prze-
ciwko leptospirozie zalezy bezposrednio od
jakosci stosowanych szczepionek. Najpewniej-
szg metods oceny ich wartosci immunogen-
nej jest kontrolne zakazenie szczepionych
zwierzat. Badania wielu autorow (1, 6, 8, 12)
wykazaly, ze do tego celu mozna réwniez sto-
sowaé metode posrednig, okreslajac poziom
aglutynin u szczepionych pséw. W przeprowa-
dzonych badaniach uzyskano zréznicowang od-
powiedZ serologiczng w zaleznoéci od stosowa-
nego preparatu. Na podstawie mian aglutynin
mozna sadzi¢, ze obie szczepionki do$wiadczal-
ne majg wiekszg warto§¢é immunogenng niz
badane szczepionki odniesienia. Maksymalne
miana przeciwcial, przeciwko obu serotypom,
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byly wyzsze u psoéw szczepionych preparatami
doswiadczalnymi, ponadto aglutyniny utrzy-
mywaly sie w krwiobiegu dluzej. Poniewaz
sposéb przygotowania uzytych do badan po-
réwnawcezych preparatow handlowych nie jest
znany, nhie mozna jednoczenie okresli¢ przy-
czyny slabszej odpowiedzi serologiczne] psow
uodpornionych tymi szczepionkami.
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Horakoscku §., OxexoBcka-Kyasasuuk M. — Mceae-
AOBAHUH MMMYHOTEHHOK INEHHOCTH BAaKLMH IPOTHUB Je-
nrocnuposa coax.

Ha ocHoBammMu TuTpa AarridioTMHMHOB B CEIBOPCTKAX
MMMYHMU3UPYeMBIX Cco0axk oOIpefieilAlack VMMYHOTeHHAsd
CTOMMOCTL ZBYX OMBAJIEHTHBIX EBAaKUUH, NPUTOTOBJIEH-
HbIX Pa3IMYHBIMKM MeTOoJamMu U cojepxammx L. inter-
rogans ceporui icterohaemorrhagiae u ceporumn cani-
cola. B KaueCTBe NUPeEIapaTOB OTHeCeHUA IIPUMEHMIN
IBe MMMOOPTHbLIE BAKIJWMHLI, AOCTYIIHble Ha pbIHKe. Hau-
BBICILIMe TUTPLI arrJIOTHMHMHOB (40—160) obHapyRuIn
B ChIBOPOTKax ccbak, MMMYHM3MDPOBAHHBIX BaKLMUHOM,
VHAKTUMBUPOBAHHON (peHoneM, Dosee cnabbli cepoJIOTH-
yeckuit orBeT (20—S80) mosayuUMIM IOCSe MMMYHMU3AUMUU
IMOMPUIN30BAHECH BaKUMHOM, MHAKTMBMECBAHHOM Tell-
JOM. AETODPBI IPEJATOJIATraioT, YTO NPUYNKHOM Bojlee HU3-
KO MMMYHOIE€HHOI  CTOMMOCTY  JAKCOPUIM30BAHHOMU
BAaKUWHLI ObIJIO CTEULATENBHCE BO3JCKCTBHME TeILJIA U
npouecca sauoduinzaunu. B cbIBOpcTkEax cofak, KO-
TOPBIX BAKIIMHMP:.BajayM Nnpernaparammu Leptovax — mizoc
U BarkuuHOM ,,R”, VPOBEHL ArTJIIOTMHUHOB €bIN HUXE
(cooTBereTBeHHO 10—40 11 (—20), 2 BpeMA UX yAepPKU-

BAHUA KOPOYye 'eM B CayHae SKCIepUMMEHTAJbLHBIX
BaKIMH,
Nowakowski J., Orzechowska-Kulawczuk M. — Studics

on the immunogenic valie of vaccines against leptospi-
rosis in dogs.

The immunogenic values of two bivalent vaccines
prepared by different methods, containing L. interro-
gans serotype icterohaemorrhagiae and serotype canico-
la, were determined on the basis of agglutinin titresin
sera of vaccinated dogs. In comparative studies {two
imported trade vaccines were applied. The highest
titre of agglutynin (40—160) were noted in sera of dogs
vaccinated with a phenol inactivated vaccine, lower
response was found (20—80) after vaccination with a
lyophylized heat inactivated vaccine. The authors as-
sumed that a lower immunogenic activity of a lyophy-
lized heat inactivated vaccine was due to an unprofi-
table influence of heat and lyophylization procedures.
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.



