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Summary

The role of Campylobacter sp. in the pathology of
poultry. IV. Serological diagnosis of Campylobacter
infections in poultry

The results of serological examinations of chickens
after their experimental immunization with inactiva-
ted Campylobacter jejuni vaccine given subcutaneous-
ly (two groups aged from 10-18 days and 21-28 days)
or infected orally on day 3 or broilers and laying
hens infected under field conditions have been pre-
sented.

The level of specific antibodies in sera of immunized
chickens (OD ELISA mean values in chickens aged
between 10-18 days were 0.316 and aged between
21-28 days (0.475) did not protect them from expe-
rimental infection carried out in week two after the
second dose of the vaccine. However, two or three
day delays in Campylobacter colonization were obser-
ved following infection with C. jejuni (strain Lio 1).
Maternal antibodies (OD ELISA - 0.480) in chickens
aged 3 days infected per os did not protect them from
the infection. The analysis of OD ELISA values ob-
tained from hens infected under field conditions de-
monstrated the relationship between these values and
the age and clinical status of poultry. In older and
clinically sick birds the values were significantly hig-
her (0.837-1.351 in hens and 0.461-1.532 in chickens)
than those in clinically healthy birds (0.417-0.863 and
0.264-0.490, respectively. The serological tests applied
(ELISA and AGP) proved to be useful to detect
antibodies against Campylobacter infections. Precipi-
tating antibodies were found more often in poultry
infected parenterally in field conditions, and in sick
birds.

W ostatnim dziesiecioleciu Swiatowa Organizacja Zdrowia
zwraca szczegblng uwage na wzrost zakazen ludzi drobnoustro-
jami z rodzaju Campylobacter (8, 43, 53), podkreslajac istotng
role drobiu 1 przetworéw drobiarskich w szerzeniu si¢ tego
typu zakazed (19, 20, 26, 47). Diagnostyka zakazen drobiu
wywolanych przez Campylobacter jejuni/coli opiera si¢ gtéwnie
na badaniach bakteriologicznych, za§ w mniejszym zakresie na
badaniach serologicznych. Procedura badari bakteriologicznych
polegajaca na izolacji zarazka jest jednak pracochtonna i diu-
gotrwata (3-5 dni), nastrgcza wiele trudnodci z powodu ko-
niecznosci uzywania specjalistycznych podtozy do hodowli i
mikroaerofilnych warunkéw do inkubacji. Poza'tym testy sto-
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sowane do serotypizacji wyizolowanych juz szczepdw, ze
wzgledu na odmienno$é antygenéw bakteryjnych nie zawsze
daja jednoznaczne wyniki (29, 41). Z tych tez powodéw wzra-
sta zainteresowanie badaniami serologicznymi, ktére pozwa-
laja na wykrycie swoistych przeciwcial anty-Campylobacter.
W serologicznej diagnostyce zakazen wywotanych przez Cam-
pylobacter znalazty zastosowanie: odczyn aglutynacji (51, 52),
hemaglutynacja bierna (24), wiazanie dopelniacza (22), immu-
nofluorescencja (6), a ostatnio testy immunoenzymatyczne —
Elisa (7, 8, 25, 28, 33, 37, 42, 49).

W niniejszym opracowaniu przedstawiono wyniki badan
serologicznych przy uzyciu testu Elisa i odczynu precypitacji
w zelu agarowym (OPZ) surowicy krwi kurczat uodpornianych
i zakazanych eksperymentalnie oraz surowicy kurczat i kur
niosek zakazonych przez Campylobacter w warunkach chowu
fermowego.

Material i metody

Calo$¢ badan przeprowadzono w 3 etapach, z ktérych pier-
wszy obejmowal przygotowanie antygenu do testu Elisa oraz
odczynu precypitacji w zelu agarowym; etap drugi badania
serologiczne surowic kurczat uodpornianych oraz zakazanych
eksperymentalnie przez Campylobacter, a etap trzeci okresla-
nie poziomu przeciwcial anty-Campylobacter w surowicy kur-
czat oraz kur niosek zakazonych w warunkach fermowych.

SZCZEPY CAMPYLOBACTER JEJUNI UZYTE DO BADAN

Do badas uzyto szczepy Campylobacter jejuni Lio 1 oraz
Lio 6, ktére po rozmrozeniu z temperatury -70°C przesiewano
na podioze agarowe z dodatkiem odwtdéknionej krwi baraniej,
inkubowano przez 48 godzin w warunkach mikroaerofilnych,
w temp. 42°C, a nastepnie hodowle te uzywano do przygoto-
wania antygenéw lub do zakazen.

PRZYGOTOWANIE ANTYGENOW DO TESTOW SEROLOGICZNYCH

Odczyn precypitacii w zelu agarowym. Bakterie C. jejuni
Lio 6 po 48 godzinnej inkubacji na podtozu agarowym z krwia
sptukano sterylnym PBS, przemyto 3-krotnie, wirujac kazdo-
razowo przez 15 min. przy 10 000xg w temp. 4°C. Przemyty
osad rozpuszczano w 3 mM TRIS buforze (pH 7,0) 1 wirowano
kolejne 2 razy, a nastgpnie $ciang komorki bakteryjnej rozbi-
jano ultradZwickami, przy 2 kHz przez 1 minutg w tazni z
lodem. Otrzymany sonifikat oczyszczano poprzez wirowanie
przy 40 000xg przez 30 min. St¢zenie biatka w supernatancie
oznaczano wg metody opisanej przez Lowry i wsp. (31). Do
momentu uzycia antygen przetrzymywano w temp. -20°C.

Test OPZ wykonano mikrometoda, na 1,5% agarze, uzywa-
jac po 10 pl surowicy oraz antygenu (stezenie biatka 10 mg
biatka/ml). W tescie uwzgledniono kontrolne surowice dodat-
nie (otrzymane po immunizacji kurczat SPF zabitym oraz do-
datkowo zywym szczepem C. jejuni) oraz surowice ujemne
(surowice kurczat SPF wolne od Campylobacter, otrzymane z
firmy Lohmann, Niemcy). Pojawiajace si¢ linie precypitacyjne
odczytywano po 24 i 48 godzinach inkubacji w temp. 24°C.
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Przveotowanie antvgenu do testu ELISA. Antygen do lestu
Elisa przygotowano ze szezepow C. jejuni Lio 1 oraz C. Jejuni
Lio 6. Kazdy ze szczepéw posiewano na okolo 100 plytek
Columbia Agar Base (Oxoid) z dodatkiem 7% odwiéknione]
krwi baraniej. Po 48 godzinnej inkubacji w warunkach mikroae-
rofilnych bakterie sptukiwano z pozywki i 3-krotnie przemywano
w roztworze buforu fosforanowego (PBS) wirujac kazdorazo-
wo przez 20 minut przy 6700xg. Supernatant odrzucano a osad
bakteryjny pozostawiano w temp. 4°C przez 12 godzin w bu-
forze weglanowo-dwuweglanowym (pH 9.6). Po tym czasie
komorki bakteryjne rozbijano ultradzwigkami. stosujac 3 im-
pulsy o natgzeniu 20 kHz przez 30 sekund kazdy, w odstepie
| minuty (Ulrasonifikator. FA. MSE). Uzyskany sonifikat
OCZYSZCZANO POPIZEZ ponowne wirowanie przez 30 minut przy
40 000xg w 4°C (Superspeed RC2-B). a nastgpnie klarowny
juz antygen porcjowano po 2 ml i zamrazano w lemp. -70°C
do momentu uzycia w tescie Elisa. Stezenie biatka ogolnego w
antygenie okreslano metoda BCA-mikro wg Smith i wsp. (45).

Odezyn immunoenzymatyczny ELISA wykonano wg meto-
dy opisanej przez Franz i wsp. (15) w modyfikacji wlasnej, na
phytkach polistyrenowych (Nunc, F96). Plytki oplaszczano na-
noszac do kazdego baseniku 100 pl antygenu (anty gen rozcien-
czano w buforze weglanowo-dwuweglanowym do koncentracji
biatka | pe/mly i pozostawiano przykryta ptytke na delikatnej
wylrzgsarce w temp. 37°C przez | godzing. Nastgpnie po 3-krot-
nym przeptukaniu ptytek roztworem PBS zawierajacym 0.05%
Tween 20 (PBST) przy pomocy automatycznej pluczki. do
dolkéw nanoszono po 100 pl badanych surowic, rozcieficzo-
nych w PBST (1:100). Kazdg probe wykonano w 3 kolejnych
powtérzeniach. Plytki z naniesionymi surowicami inkubowano
przez 15 minut w temp. 37°C i fagodnie kotysano na wytrza-
sarce, @ nastepnie powtorzono 3-krotne plukanie roztworem
PBST. Jako picrwsze przeciwcialo zastosowano skoniugowane
2 biotyna krélicze przeciweiato anty-kurzym IgG (100 ul na
dotek), a po 15 minutach inkubacji w 37°C dodawano po
100 ul drugiego koniugatu — sprzezonego ze streptawidyna
peroksydazy (oba koniugaty rozcienczone W PBST 1:40 000,
firmy Fa. DIANOVA, Niemey). Po 15 minutach inkubacji 1 ko-
lejnym 3-krotnym plukaniu nanoszono do kazdego dolka po
100 ul $wiezo przygotowanego zbuforowanego roztworu sub-
stratu (uzyto ATBS (2,2-Azino-Di-3 Ethyl-Benzthiazolin-Sulp-
honat) rozciedczonego w (0.2 M buforze cytrynianowym o pH
4.0 z dodatkiem 20 pl/ml 1% Ha02). Po kolejnych 15 minutach
reakeje blokowano za pomoca 50% metanolu.

Test wykonano z kontrola negatywna (surowica 10 tyg. kurczat
SPF. Lohmann). kontrola pozytywna (surowica 10 lye. kurczat,
zakazonych w 5 tyg. zycia per os dawka 6.0x10" clu/ml, a
nastepnie podskornie dawka 3,6 10° cfu/ml szezepem C. jeju-
ni Lio 6) oraz ze $lepa prioba. Odezytu plytki dokonano w
czytniku Multiskan-Plus MK 2 firmy Nunc, przy diugoscei fali
405 nm. Wyniki podano w wartosciach absorbancji (OD Elisa).

EKSPERYMENTALNA IMMUNIZACJA KURCZAT RZEZNYCH

Badanie wykonano na 2 grupach kurczat rzeZnych (razem
400 sztuk). ktore do 10 dnia zycia odchowywano we wspolnym
pomieszczeniu w klatkach (zywienie ad libinwm standardowa
mieszanka DKA-Starter). W 10 dniu odchowu ptaki podzielo-
no na 2 grupy liczace po 200 ptakéw kazda i poddano szcze-
pieniu wedlug ponizszego schematu.

Ptaki grupy pierwszej (50%) zaszezepiono w 10, a nastgpnie
18 dniu zycia, podajac podskérnie w okolice podstawy szZyi
0.2 ml szczepionki inaktywowanej formalina (0.5% koricowe]
objetosci) z dodatkiem (50/50) kompletnego adiuwantu Freun-
da, sporzadzonej ze szezepu standardowego C. jejuni Lio 1, 0
gestodei 107 cfu/ml. Nastgpne 50% ptakow tej grupy stanowilo
kontrole nie szezepiona. W 32 dniu zycia tj. 2 tyg. po drugiej
dawce zakazano kontrolnie po 50% ptakow z kazdej grupy
(szczepione] 1 nie szczepionej) szczepem homologicznym —
C. jejuni Lio | zas pozostate 50% ptakow szczepem heterolo-
gicznym — C. jejuni Lio 6 (zakazenie per os, dawka kazdego

ze szezepéw 1x10° cfu/ml). Krew do badad serologicznych
pobierano w 3 (20 losowo wybranych kurczat), a nastgpnie w
10, 18, 32. 39 i 46 dniu, pobierajac kazdorazowo po 10 préb z
kazdej grupy ptakéw. Przez pierwsze kolejne 5 dni po zakaze-
niu, a nastepnie w 7 i 14 dniu po zakazeniu pobierano wymazy
katowe w celu okreslenia stopnia kolonizacji jelit przez Cam-
pylebacter.

Ptaki grupy drugiej zaszczepiono w terminie poZniejszym 1.
w 21128 dniu zycia (50%). a pozostale 509% stanowito kontrolg
nie szczepiong. Challenge wykonano 2 tygodnie po drugim
podaniu szczepionki tj. w 42 dniu zycia szczepem homo- |
heterologicznym. Krew do badari pobierano w 3, 21, 28, 42.49
i 56 dniu Zycia, a wymazy katowe w 1, 2,3. 4,5, 71 14 dniu
po zakazeniu kontrolnym. Oddzielng grupe (dla kazdego z dwu
poprzednich dogwiadezen), odchowywang w izolowanym po-
mieszezeniu stanowila kontrolna grupa kurczat nie szczepio-
nych i nie zakazanych.

BADANIA SEROLOGICZNE KURCZAT ZAKAZONYCH EKSPERY-
MENTALNIE CAMPYLOBACTER

Badania wykonano na 2 grupach kurczat rzeznych liczacych
po 30 ptakéw kazda. Jedna z nich zakazano w 3 dniu zycia, per
os.zywym szezepem C. jejuni Lio 6, dawka 0.5 ml, o gestosci
10° cfu/ml. Natomiast druga grupa stanowita kontrole doswiad-
czenia.

Krew do badaii serologicznych (10 prob z kazdej grupy)
pobrano w 3 dniu zycia ptakow, celem okreélenia przeciwcial
matczynych, a nastepnie w 3. 7. 14, 21, 28, 35 i 42 dniu po
zakazeniu. W tych samych terminach pobierano wymazy ka-
towe od wszystkich ptakéw w celu kontroli stopnia zakazenia
jelit przez Campylobacter.

BADANIA SEROLOGICZNE SUROWIC PTAKOW ZAKAZONYCH
NATURALNIE W WARUNKACH FERMOWYCH

Do badan serologicznych wykorzystano:

— 210 surowic pobranych z 16 stad kur niosek. od ptakow
bedacych w réznym okresie produkeji (od 2 dniowych pisklat
typu niesnego az do 60 tyg. niosek), pochodzacych z réznych
ferm zlokalizowanych na terenie Dolnego Slaska,

~ 120 surowic pobranych z 10 réznych ferm kurczat
rzeznych w wieku od 3 dnia zycia do 9 tyg.

Badane serologicznie stada kurczat rzeZnych oraz kur niosek
kontrolowano réwnoczesnie na obecno$é Campylobacter w
jelitach (badanie bakteriologiczne 20 wymazow katowych z
kazdego stada).

W badaniach surowic terenowych oraz u kurczat po ekspe-
rymentalnym zakazeniu uzywano w tescie Elisa antygen spo-
rzadzony w oparciu o szczep C. jejuni Lio 6, natomiast w
badaniu surowic po eksperymentalnej immunizacji olejowa
szezepionka dodatkowo antygen C. jejuni Lio 1. Wszystkie
surowice pobierane w trakcie doswiadczen przetrzymywano
do momentu wykonania testéw serologicznych w temperaturze
-70°C.

Wyniki i omdéwienie

Wyniki przeprowadzonych badan serologicznych zestawio-
no w tab. 1 oraz na ryc. 1-8.

U kurczat immunizowanych w 10 i 18 dniu zycia nie za-
notowano wzrostu poziomu przeciwcial anty-Campylobacter
w § dniu po pierwszym szczepieniu (§rednie wartosci OD
Elisa 0.184 w grupie szczepionej przy 0,121 dla grupy kon-
trolnej) (ryc. 1-4). Wzrost ten zaobserwowano w 14 dniu po
drugiej dawce, a wartosci OD Elisa wynosity odpowiednio
0.316 dla grupy szczepionej i 0,153 w grupie kontrolnej. Po
zakazeniu kontrolnym (challenge szczepem C. jejuni Lio |
oraz Lio 6). stwierdzono dalszy wzrost poziomu przeciwcial
w grupach immunizowanych. W 14 dniu po zakazeniu kon-
trolnym wartosci OD Elisa byty wyzsze po zakazeniu szczepem
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Lio 6 dla obu uzytych w tescie antygenow (0,497 dla antygenu
heterologicznego Lio | oraz 0,662 dla antygenu homologicz-
nego Lio 6), w poréwnaniu do wartosci uzyskanych po za-
kazeniu szczepem Lio | (dla antygenu homologicznego Lio 1
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Ryc. 4. Poziom przeciweial anty-Campylobacter w surowicy Kurczat
szczepionych w 21 i 28 dniu Zycia (antygen Lio 6)

Srednia wartosé¢ OD wynosita 0,357 1 dla antygenu heterolo-
gicznego Lio 6 — 0,486). Zakazenie kontrolne w grupach
ptakéw nie szczepionych spowodowato wzrost warto$ci OD
Elisa, nie byl on jednak tak znaczny, jak w grupach uodpor-
nianych (ryc. 1-2).

WyraZnie wyzsze wartosci OD Elisa uzyskano jednak po
szczepieniu kurczat w 21 1 28 dniu zycia (ryc. 3-4). W 7 dniu
po pierwszej dawce antygenu stwierdzono wyraZzny wzrost
poziomu przeciwciat (wartos¢ OD Elisa 0,475 dla ptakow
szczepionych, przy 0,118 dla nie szczepionych). Powtérna
dawka po 2 tygodniach nie spowodowala tak silnej odpowiedzi
immunologicznej, jak u ptakéw miodych. Zakazenie kontrolne
spowodowato, podobnie jak w grupach ptakéw immunizowa-
nych w 101 18 dniu zycia dalszy wzrost tych wartosci (0,634
1 0,540 dla antygenu Lio 1 i odpowiednio 0,610 1 0,690 dla
antygenu Lio 6). Wykazano réwniez, ze kurczeta szczepione
w pdézniejszym okresie zycia (21 1 28 dzien) wykazywaly 2
tygodnie po zakazeniu kontrolnym wyzsze wartosci OD Elisa
z obu uzytymi w teécie antygenami w poréwnaniu do uod-
pornianych w 10 i 18 dniu.

Przeciwciata precypitujace u kurczat immunizowanych w
10 i 18 dniu zycia wykryto testem OPZ dopiero 14 dnia po
drugiej dawce (10% préb dodatnich), a nastgpnie w 46 dniu
(20,0%). Z kolei u kurczat uodpornianych w 21 1 28 dniu
pierwsze precypityny wykazano w 7 dniu po pierwszym szcze-
pieniu (20,0% badanych prob), a nastepnie w kolejnych ter-
minach badai tj. w 2 tyg. i 4 tyg. po drugim szczepieniu
(odpowiednio 30,0% i 20,0%) (ryc. 1-4).

Jednak immunizacja ptakéw olejowa szczepionka, podana
podskérnie ptakom w réznym wieku, nie zabezpieczata ich
przed zakazeniem kontrolnym C. jejuni Lio 1 i Lio 6. W 7
dniu po zakazeniu wykazano wysoki stopien zakazenia jelit
ptakéw przez Campylobacter, zaréwno w grupach szczepio-
nych jak i nie szczepionych (88,8% dla grup szczepionych i
91,1% dla nie szczepionych). Wysoki stopieii kolonizacji jelit
utrzymywat si¢ we wszystkich grupach doswiadczalnych do kori-
ca eksperymentu. Na uwage zastuguje jednak fakt opéZnienia
czasu kolonizacji o 2-3 dni w grupach ptakéw szczepionych
i zakazanych homologicznym szczepem (C. jejuni Lio 1). W
5 dniu po zakazeniu tym szczepem stopief kolonizacji jelit
wynosit tylko 22,2%, podczas gdy w grupie kontrolnej 93,3%.

Wyniki badad serologicznych po zakazeniu eksperymen-
talnym jelit ptakéw przez Campylobacter jejuni Lio 6 przed-
stawiono w tab. 1. U badanych ptakéw wykazano wysoki
poziom przeciwcial matczynych — Srednia wartos¢ OD Elisa
w 2 dniu zycia wynosita 0,480. W 3 dniu po zakazeniu, przy
obecnosci u 90% badanych ptakéw obecnosci Campylobacter
w jelitach stwierdzono spadek wartosci OD Elisa do poziomu
0,118. Poczawszy od 7 dnia po zakazeniu obserwowano stop-
niowy ich wzrost (od 0,248 w 7 dniu do 0,526 w 42 dniu po
zakazeniu). W grupie kontrolnej srednie wartosci OD Elisa
byly niskie i wynosity odpowiednio od 0,194 do 0,154.

Przeciwciala precypitujace wykazano u ptakow zakazanych
per os przez Campylobacter w niewielkim odsetku badanych
surowic w 35 i 42 dniu po zakazeniu (odpowiednio 6,7% i
3,3%). W tym czasie, poczawszy od 3 dnia po zakazeniu
Campylobacter izolowano od 90-100% ptakéw. W grupie
kontrolnej ptakéw nie notowano wzrostu poziomu przeciwcial
po spadku poziomu przeciwciat matczynych, a w jelitach nie
wykazano obecnosci Campylobacter.

Analiza wynikéw badafi serologicznych surowic kurczat
rzeznych zakazonych w warunkach naturalnych przez Cam-
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Tab. 1. Poziom przeciwcial anty-Campylobacter w surowicy Kurczat zakazonych per os Campylobacter

Grupa ptakow Analizowane wskazniki 2Z$§zﬁ ey
3 7 14 21 28 as 42
wartos¢ OD ELISA* 0,480 0.118 0,248 0356 0,320 0.510 0,480 0,526
Praki zakazone |o n6h dodatnich w OPZ* 0 0 0 0 0 0 67 33
% zakazonych ptakéw** 0 90,0 100,0 933 90.0 96,7 96,7 96.0
wartoé OD ELISA 0,480 0,124 0.194 0,091 0.120 0,126 0.121 0.154
Praki kontrolne | g prgh dodatnich w OPZ o | o0 0 0 0 0 0 0
% zakazonych ptakow 0 0 . 0 0 0 0 0 0

Objasnienia: * — kazdorazowo po 15 surowic, #* _ kazdorazowo 30 wymazow.

o

Lk = T
Al 1/2 i/o A 0p-Z2  Op-A W Kl Dp-P Ma
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rzeznych zakazonych w warunkach naturalnych
(fermy uszeregowano wg stanu klinicznego ptakow)

pylobacter wykazata zaleznos¢ istniejaca pomigdzy okreslo-
nymi wartosciami OD Elisa, a wiekiem ptakéw oraz ich stanem
zdrowotnym (ryc. 5-6). Poziom przeciwcial matczynych ob-
nizal sie stopniowo do 2 tyg. zycia kurczat (z warto$ci OD
20,486 w 3 dniu zycia do 0,264 u kurczat 2 tygodniowych),
a nastgpnie notowano stopniowy wzrost, po zakazeniu natu-
ralnym (Srednia warto$é u 9 tyg. kurczat — 0,920 — ryc. 5).
W stadach kurczat. w ktérych nie zanotowano objawéw kli-
nicznych choroby ze strony przewodu pokarrﬁowego (gtéwnie
biegunek), wartosci OD Elisa ksztaltowaty sie w granicach
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0,264 (2 tyg.) do 0,490 (5 tyg.). Natomiast w stadach klinicznie
chorych wartosci te byly wyzsze i wynosily od 0,461 (5 tyg.)
do 1,532 (7 tyg.).

Obecnos¢ przeciweial precypitujacych u kurczat rzeZznych
zakazonych przez Campylobacter w warunkach naturalnych
wykazano u ptakéw klinicznie chorych 7 tyg. (13,3%) 1 9
tyg. (6,7%) —ryc. 6. Stopieii naturalnego zakazenia jelit przez
Campylobacter kontrolowany w trakcie badari serologicznych
wahat sie od 5,0% u ptakéw 1 tygodniowych do 100,0% u
7 tygodniowych (ryc. 5).
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Badania serologiczne surowic kur niosek zakazonych w
warunkach naturainych przez Campylobacter, nie wykazaly
tak znacznego jak u kurczat rzeZnych wptywu wieku badanych
ptakéw na poziom przeciwciat anty-Campylobacter (ryc. 7-8).
Wartosci OD Elisa stwierdzane u 4 tygodniowych kurek byty
podobne jak u 40 tygodniowych ptakéw (odpowiednio 0,617
1 0,615). Wykazano natomiast bardzo istotny wptyw klinicz-
nego stanu ptakéw na wartosci OD Elisa, ktére w stadach
kur klinicznie chorych byty zdecydowanie wyzsze i wahaly
sie od 0,837 do 1,351. Ponadto odnotowano w tych stadach
wyzszy % wynikéw dodatnich w tescie OPZ, w poréwnaniu
z zakazonymi w warunkach fermowych kurczetami. Przeciw-
ciata precypitujace stwierdzono w niewielkim odsetku juz u
4 tygodniowych, naturalnie zakazonych kurek (6,7%), zas w
duzym procencie u ptakéw starszych (20 do 80 %). Czesciej
jednak precypityny wykrywano w stadach kur klinicznie cho-
rych (85,7% 1 odpowiednio w mniejszym nasileniu klinicznie
zdrowych — 44,4%).

Na uwage zastuguja wyniki testu Elisa oraz OPZ uzyskane
u kur pochodzacych ze stada, w ktérym potwierdzono kliniczna
postaé kampylobakteriozy (drobnoustrd] wyizolowano ze
zmienionych chorobowo watrdb, a ptaki leczono preparatami
furanowymi). Wykazany u tych ptakéw poziom przeciwcial
anty-Campylobacter byt wysoki przez caty okres obserwacji
stada. Po rozpoznaniu zakazenia (stado byto wowczas w 38
tyg. zycia) wartos¢ OD Elisa wynosita 1,185, a nastepnie
1,222 w 4 tyg. po zakoficzonym leczeniu i 0,837 w 60 tyg.
zycia.

W pismiennictwie weterynaryjnym brak jest publikacji do-
tyczacych ksztattowania sie swoistej odpowiedzi immunolo-
gicznej u ptakéw zakazonych Campylobacter. Rowniez stabo
udokumentowany jest wptyw obecnosci przeciwcial matczy-
nych oraz przeciwcial wytwarzanych po stymulacji antyge-
nowej na stopien kolonizacji jelit przez Campylobacter. W
przebiegu zakazeri ptakéw Campylobacter dochodzi do sty-
mulacji odpowiedzi immunologicznej wyrazajacej si¢ produk-
¢ja swoistych przeciwciat klasy IgG, IgM i sIgA. Przeciwciata
te pojawiaja si¢ w surowicy klinicznie chorych ludzi w 6
dniu po wystapieniu pierwszych objawéw choroby (21, 25),
po czym najszybciej znikaja przeciwciata klasy IgM o aktyw-
nosci bakteriobdjczej. Ochronna rola swoistych przeciwcial
anty-Campylobacter poznana zostatana przyktadzie fagodnego
przebiegu zakazenia u dzieci w Bangladeszu (5). Rowniez w
krajach rozwijajacych sie, gdzie zakazenia Campylobacter sa
szeroko rozprzestrzenione, wezesna stymulacja uktadu immu-
nologicznego prowadzi do podwyzszenia poziomu przeciwciat
anty-Campyvlobacter w surowicy 1 w efekcie tagodniejszego
przebiegu zakazenia u ludzi w tych regionach. Réwniez re-
gularne spozywanie nie pasteryzowanego mleka, zakazonego
przez. Campylobacter stymuluje naturalng odpornos$¢ na za-
kazenie (9).

Badania wykonane na cigzarnych myszach przez Dolby i
Newell (12), szczepionych dootrzewnowo przed wykotem za-
bitym szczepem C. jejuni wykazaly, ze nastepuje przekazy-
wanie przeciwcial na potomstwo, przy czym uzyskany poziom
przeciwcial matczynych zabezpiccza oseski mysie przed za-
kazeniem heterologicznym szczepem C. jejuni. Z kolei Abi-
miku i1 Dolby (1, 2) oraz Dolby (11) wykazali, ze oseski
mysie karmione mlekiem matek immunizowanych dootrzew-
nowo zywym szczepem C. jejuni, byly bardziej oporne na
zakazenie kontrolne i kolonizacje jelit tym szczepem.

Zastosowanie w badaniach wiasnych szczepionki olejowej,
przy gotowanej ze szczepu C. jejuni Lio 1 nie dato oczekiwanych
rezultatéw zabezpieczenia ptakéw przed infekcja Campylobacter.
Wykazany wzrost poziomu przeciwcial anty-Campylobacter
u ptakéw szczepionych nie zabezpieczal ich przed zakazeniem
kontrolnym. Uzyskano wprawdzie opéZnienie czasu koloni-
zacji jelit o 2-3 dni po kontrolnym zakazeniu szczepem homo-
logicznym (C. jejuni Lio 1), jednak stopiefi zakazenia ptakow
w poéZniejszym okresie do§wiadczenia byt zblizony jak w
grupie nie uodpornione;j.

Stabsza reakcja ptakéw mlodych na wprowadzony antygen
moze by¢ wytlumaczona obecnoscia przeciwcial matczynych
w momencie podania szczepionki oraz stabym funkcjonowa-
niem, nie w pelni jeszcze rozwinigtego systemu immunolo-
gicznego. Dlatego tez po szczepieniu ptakéw zbyt miodych
wyzszy poziom przeciwciat uzyskano po drugim podaniu anty-
genu (booster effect). Gerlach 1 Gylstorff (16) wykazali od
14 dnia po zakazeniu obecno$¢ przeciwcial aglutynujacych u
czesci eksperymentalnie zakazanych 1 dniowych kurczat. Po-
dobne wyniki badari serologicznych podaja Myszewski i Stern
(37) u kurczat poddanych kolonizacji jelit w 1 dniu zycia.
Wykazali oni wysoki poziom przeciwcial 1gG w surowicy
krwi w 1 dniu, ktéry nastgpnie obnizat si¢ w ciagu dwdéch
tygodni, osiagajac w 14 dniu najnizsza wartos¢. Po tym czasie
notowano powolny wzrost odczytéw OD Elisa, do wartosci
dwukrotnie wyzszych niz w kontrolnej grupie ptakéw. Zda-
niem autoréw, ten wysoki poziom IgG w surowicy nie wptynat
na redukcje zakazenia ptakéw przez Campylobacter. Nato-
miast okreslany réwnolegle poziom sIgA w zélei byt niski
tuz po wylegu, nastgpnie w grupie ptakéw po kolonizacji jelit
stopniowo wzrastal i w 28 dniu zycia osiagnat wyzsza wartos$¢
niz w grupie kontrolnej. Niektérzy autorzy uwazaja, ze prze-
ciwciala sekrecyjne IgA odgrywaja duza role w zapobieganiu
kolonizacji jelit przez Campylobacter (35, 46), podobnie jak
sIgA zapobiegaja kolonizacji nabtonka jelit przez Vibrio cho-
lerae (14)), czy enterotoksycza E. coli (34).

Wysoki poziom matczynych przeciwciat anty-Campylobac-
ter u piskliat wydaje si¢ zabezpiecza je przed wczesna, naturalna
kolonizacja jelit przez ten drobnoustréj. W warunkach natural-
nych Campylobacter nie jest stwierdzany u ptakéw mtodszych
niz 10-14 dniowe (3, 13, 38). Pogladéw tych nie podzielaja
Wasenaar i wsp. (50), kt6rzy w swoich najnowszych badaniach
wykazali, ze wysoki poziom przeciwcial matczynych nie za-
bezpiecza ptakéw miodych przed zasiedlaniem jelit przez Cam-
pylobacter. Natomiast znacznie nizsza kolonizacje jelit przez
Campylobacter uzyskat Khoury i Meinersmann (27) po zasto-
sowaniu aktywnej immunizacji ptakéw termolabilna toksyna E.
coli oraz antygenem rzeskowym (flagellina) Campylobacter
Jjejuni.

Zastosowane w badaniach wiasnych testy Elisa oraz OPZ
okazaly si¢ przydatne do wykrywania zakazeri kur wywoly-
wanych przez Campylobacter. Testem Elisa wykazano wyzsze
wartosci OD Elisa u ptakéw w stadach klinicznie chorych,
co sugeruje, ze moze by¢ on zastosowany do wykrywania
klinicznej kampylobakteriozy. To spostrzezenie wydaje si¢
szczeg6lnie istotne, poniewaz badania innych autoréw nie
wykazaty w tescie Elisa reakcji krzyzowych pomiedzy struk-
turami antygenowymi Campylobacter a bakteriami z rodzaju
Enterobacteriaceae (39, 44). Stwierdzenie we wiasnych ba-
daniach wysokich wartosci OD Elisa zar6wno po zastosowaniu
antygenu homologicznego (Lio 1), jak tez heterologicznego
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(Lio 6), u kurczat eksperymentalnie imm unizowanych stwarza
mozliwosei wyboru do testu jednego z tych antygendw.
Zastosowany w tescie Elisa koniugat, w tzw. systemie sprze-
7enia z biotyna i streptawidyna stanowi bardzo czula 1 wysoce
specyficzng formg oznaczania poziomu przeciwcial. System
ten zostal opisany przez Guesdon 1 wsp. (17), a w diagnostyce
choréb drobiu wykorzystywano go do okreslania przeciwcial
TeA anty-Mycoplasma gallisepticum (4), przeciwcial anty-ro-
zycowych (13) oraz anty-Campylobacter (18). Ponadto Cum-
mins i wep. (10) wykazali wyzszg czulosc tego testu Elisa w
poréwnaniu z hemaglutynacja bierng. Z kolei test precypitacii
w zelu agarowym uzywany jest réwniez bardzo czgsto jako
metoda diagnostyczna wielu zakazern wirusowych u drobiu
(23, 32, 48) oraz metoda wykrywania przeciwcial anty-My-
coplasma (40). Uzyty w badaniach wlasnych antygen okazal
sie pomocny do wykrywania przeciwcial anty-Campylobacter
u drobiu. Przeciweiala precypitujace wykazano nie tylko po
eksperymentalnej immunizacji, ale rowniez w surowicy pta-
kéw zakazonych w warunkach naturalnych. Ponadto badania
Logan i Trust (30) wykazaly. z¢ dla okreslenia przeciwcial
precypitujacych anty-Campylobacter mozna uzyc jako anty
senu dowolnie wybrany szczep. lub serotyp Campylobacter,
poniewaz w tescie OPZ zachodza reakeje Krzyzowe pomigdzy
poliklonalnymi przeciweiatami a bialkiem rzgskowym Cam-
mvlobacter, Reakeje te wyeliminowane sa dopiero po absorpeji
surowicy homologicznym szezepem. Rowniez hadania bialek
gldwnyeh blony zewnetrzne) (major outer membrane proteins)
roznych szezepdw Campylobacter wykazaly pokrewienstwo

antygenowe mig¢dzy nimi (7, 30, 36, 54).
Wnioski

Wyniki badaf serologicznych drobiu uodpornianego iza-
kazonego przez Campylobacter. pozwalaja na wyciagnigcie
nastepujacych wnioskow:

I. Podanie olejowej, inaktywowanej szczepionki (szczep
C. jejuni Lio 1) kurczgtom w réznym wieku nie zabezpiecza
ich przed zakazeniem kontrolnym per os szczepem homo- i
helerologicznym C. jejuni.

2. Obecno$é przeciwcial matczynych anty-Campylobacter
w surowicy pisklat nie chroni je przed zakazeniem kontrolnym
(per os) C. jejuni.

3. Poziom przeciwciat anty-Campylobacter w surowicy kur
i kurczat zakazonych Campylobacter sp. w warunkach fer-
mowych uzalezniony byt od wieku ptakéw oraz ich stanu
klinicznego.

4. Tesly serologiczne — Elisa i OPZ sa przydatne w diag-
nostyce zakazen drobiu przez Campylobacter.
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