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Spbséb wyodrebniania z kalu cielagt larw nicienia Dictyocaulus
viviparus, sluzgcych do wytwarzania szczepionki przeciw
robaczycy pluc bydla
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Przedmiotem wynalazku jest spos6b wyodreb-
niania z katu cielgt — dawcéw larw nicienia Di-
ctyocaulus viviparus, stosowanych do otrzymywa-
nia szczepionki przeciw robaczycy pluc bydia.

Znane sg szczepionki przeciw diktiokaulozie np.
z opis6w patentowych NRF Nr 1074825 oraz szwaj-
carskiego Nr 370526, gdzie larwy Dictyocaulus vi-
viparus wyodrebnia sie z kalu cielgt specjalnie
zarazonych diktiokauloza, naswietla promieniami
Roentgena lub kobaltu, a nastepnie sporzadza
z nich szczepionke. Stosowanie szczepionek — za-
wierajgcych ostabione przez naswietlanie promie-
niami jonizujacymi larwy — powodujacych staby
przebieg diktiokaulozy i uodporniajgcych trwale
dane zwierze na powtérne zarazenie jest od daw-
na znane. Natomiast masowe hodowanie larw do
odpowiedniego stadium rozwojowego stanowi do-
tad powainy problem techniczny, jakkolwiek za-
sada iz larwy te powinny byé zebrane z kalu cie-
lat zarazonych specjalnie na dawcéw larw jest
takze znana.

Problemu tego réwniez nie rozwigzuje sposéb
uzyskiwania larw Dictyocaulus viviparus z kalu
podany w opisach wyzej wymienionych patentéw,
a polegajacy na tym, ze kal zarazonych cielgt
zbiera sie, rozsmarowuje na cienkie warstwy
i przetrzymuje w ciagu 8 dni w temperaturze po-
. kojowej w wilgotnej atmosferze, po czym larwy
splukuje woda i zawiesing ich poddaje filtrowaniu,
wirowaniu i dekantacji.
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Szczepionka, przygotowywana wediug powyzsze-
go sposobu nie daje jednak pozytywnych wynikéw.
Jak wykazaly do§wiadczenia przyczyng niepowo-
dzen jest nieodpowiedni sposéb Wwyodrebniania
larw podany w cytowanych opisach patentowych,
ktéry nie daje pozadanych efektéw w stosunku
do kazdego szczepu pasozyta, gdyZ nie mozna wy-
odrebnié samych larw Dictyocaulus viviparus, po-
niewaz kultury poczawszy od 5 dnia pokrywaja
sie nalotem, a potem szybko rozwijajaca sie siecig
plesni, a ponadto pojawiajg sie w nich masowo ni-
cienie wolnozyjgce i ich larwy oraz larwy innych
robakéw, ktérych jaja znajduja sie w kale. Réw-
niez zageszczanie larw zebranych z kultur kato-
wych przez wirowanie prowadzi do znacznych
zanieczyszczenn produktu. W efekcie hodowla larw
w omawianym wyzej sposobie pozwala na uzys-
kanie zaledwie 10 do 30% liczby larw zawartych
w Swiezym kale.

W zwigzku z powyzszym konieczne bylo opra-
cowanie nowego ulepszonego sposobu wyodrebnia-
nia larw Dictyocaulus viviparus z kalu cielat —
dawcoéw, ktéry to spos6éb doprowadzilby mozliwie
duza ilo§é larw do stadium inwazyjnego, gwa-
rantujac przez to oplacalno§é hodowli larw do
produkcji szczepionki.

Bedacy przedmiotem wynalazku sposéb wyod-
rebniania z kalu cielat — dawcéw larw nicieni
Dictyocaulus viviparus, shluzgcych do wytwarzania
szczepionki przeciw robaczycy pluc bydia, cha-
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rakteryzuje sie przede wszystkim tym, Ze proces
dojrzewania larw w kale prowadzi si¢ dwueta-
powo. Poczatkowo kal rozsmarowany na plytkach
lub siatkach pozostawia w ciggu 5 dni w tempe-
raturze 20—23°C, przy czym plytki umieszcza sie
w pozycji pionowej pod szklanym przykryciem
zanurzone w wodzie na gtebokos¢ do 1 cm. Potem
splukuje sie je woda, powtarzajac te czynno$é po
24 godzinach, a otrzymang zawiesine poddaje fil-
trowaniu przez filtry siatkowe o $rednicy otworéw
60—30 mikronéw i nastepnie powstaly osad pod-
daje powtérnemu dojrzewaniu przez pozostawienie
go w akwarium wraz z ustawionymi poziomo fil-
trami w temperaturze 20—26°C na okres 20—22
godzin, przy czym po uplywie pierwszych 12 go-
dzin na dno akwarium wprowadza sie warstwe
wody o gruboSci do 1 cm i o temperaturze 20—
26°C, wskutek czego larwy migrujg w dét do war-
stwy wodnej, skad zostajg zebrane razem z woda
i odpowiednio skoncentrowane droga przecedzenia
‘kolejno przez filtry siatkowe o $rednicy otwo-
réw 60—30 mikronéw. Larwy pozostajace jeszcze
na filtrze z czeScig zanieczyszczen przeplukuje sie
2—3 razy wods.

Larwy uzyskane powyzszym sposobem stosuje
sie¢ do otrzymywania szczepionki przeciw diktio-
kaulozie przez poddanie ich naswietlaniu, dopro-
wadzajgc do wlasciwego stezenia i mieszajac
z antybiotykiem, najkorzystniej streptomycyng
w iloSci 1 g na litr szczepionki. Wyniki leczenia
przy uzyciu tej szczepionki okazaly sie bardzo ko-
rzystne. ‘

Kal cielat — dawcow oplaca sie zbieraé gdy
liczba larw w 1 gramie kaltu wynosi powyzej 30.
Kal rozsmarowuje sie¢ na metalowych siatkach
z drutu o grubosSci 0,8 mm, a wielkoSci boku
kwadratowych oczek 5 mm i o wymiarach 25 cm
na 16 cm. Siatki z nalozonym na nie kalem
umieszcza sie w wilgotnej komorze (akwarium)
o wymiarach 30X20X30 cm, ktérej dno pokrywa
woda o glebokosci do 1 cm. Siatki w akwarium
uklada sie jak plastry miodne w pozycji pionowej
w statywie, znajdujacym sie na dnie akwarium
i umozliwiajgcym oddzielenie od siebie poszcze-
gblnych siatek., Liczba siatek w akwarium — 15
sztuk. Grubo§é warstwy kalu na siatce — 0,5 cm.
W jednym akwarium mieSci sie okolo 3 kg katu.

Tak ustawione akwarium z siatkami przykrywa
sie od géry szyba o wymiarach akwarium i po-
zostawia W pomieszczeniu jasnym o temperaturze
20—23°C, zapewniajacym mozliwie wszechstronny
dostep $§wiatta do siatek, a tym samym nie do-
puszcza sie do intensywnego rozwoju pleéni na
kulturach kalowych. Po 5 dniach rozwijaja sie
larwy nicieni wolnozyjgeych, ktérych nie udaje
sie oddzieli¢ od larw pasozytéw ptucnych — wo-
bec tego piatego dnia zbiera sig¢ larwy przez
oplukiwanie siatek woda. W tym czasie jednak
larwy nicieni ptucnych wprawdzie nie osiggaja
jeszcze stadium inwazyjnego, ale sa wolne od nie-
pozadanych nicieni i nie zostaja uwiklane w ocz-
kach sieci pleni. Ilo§é larw zebranych tym spo-
sobem wynosi okolo 80—90%0 liczby larw zawar-
tych pierwotnie w ‘kale, Czynno§¢ plukania larw
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4
powtarza sie po 24 godzinach, podnoszac przez-to
procent zebranych larw.

Drugim réwniez wydajnym sposobem zblerama
larw z kultur kalowych jest umieszczenie siatek
z kalem w akwarium réwniez na okres do 5 dni,
Po czym wyjmuje sie je i na jedng z ich dwu
powierzchni naklada gaze bawelniang (bandaz).
Strone z bandazem umieszcza sie na plasko na
tacy — siatki za§ podwarstwia woda az do pel-
nego zanurzenia. Tak ustawione tace z siatkami
pozostawia sie bez przykrycia w temperaturze
20—26°C przez okres 12 godzin. Warstwa gazy
przyczznia si¢ do zachowania struktury zanurzo-
nego w wodzie katu i nie zezwala na odrywanie
jego czasteczek i przenikanie ich do wody na tacy.
Larwy za$ migruja z kalu i osiadaja na dnie tacy,
skad zostajg zebrane do dalszego dojrzewania na
filtrach jak wyzej. Ten spos6b postepowania po-
zwala takze na zebranie do 90°% liczby larw
z kalu. -

Dalsze postepowanie przedstaw1a sie nastepuja,co
zebrany z oplukiwania lub podwarstwiania siatek
pblyn zawierajacy larwy zostaje poddany filtrowa-
niu przez 3 kolejne filiry siatkowe, zbudowane
w formie sita:

1) o oczkach okolo 60 mikronéw
2) ” » 30 »
3) » w 20,

Po odcedzeniu wody na filtrach pozostajg larwy
zZ drobnymi czasteczkami katu. Filtry wraz z lar-
wami wstawia sie do akwarium w pozycji pozio-
mej przykrywajac plytka szklang. Larwy na fil-
trze przechodza teraz w dalszy okres dojrzewania
— przejscie do stadium inwazyjnego, co trwa oko-
fo 12 godzin przy temperaturze 20—26°C. Po tym
okresie czasu filtry podwarstwia sie woda o tem-
peraturze 20—26°C do 1 cm gltebokosci i pozo-
stawia w takim stanie przez dalsze 8—10 godzin.
W tym czasie larwy zebrane w osadzie na filtrze
przewedruja wilasnym ruchem do wody podwar-
stwiajacej filtr i osigdag na dnie akwarium. Po
czym filtr — jako zbedny — usuwa sie, a wode
(koncentrat larw) zlewa sie do dalszego postepo-
wania przy produkcji szczepionki, a wiec naswie-
tlania, liczenia larw, rozlewania na dawki itd.

Z przeprowadzonych do§wiadczen wynika réw-
niez, ze liczba larw potrzebna do zarazenia cielgt
na dawcé6w larw musi byé inna niz to przedsta-
wiaja cytowane opisy patentowe N.R.F. i Szwaj-
carii. Mianowicie nalezy stosowaé dawki okolo
4 razy mniejsze, co nasuwa wniosek ze wystepu-
jacy w Polsce szczep Dictyocaulus viviparus jest
okolo cztery razy bardziej patogenny od opisy-
wanego z terenu Wielkiej Brytanii, z czym sie
wigzg i inne wla$ciwosSci immunogenne. Tym sa-
mym najkorzystniej dla produkcji wartoSciowej:
szczepionki dla danego rejonu jest uzywanie wy-
stepujacego w tym rejonie kraju szczepu pasozyta.

Przytoczone nizej dane ilustruja stuszno$é po-
wyzszego wniosku.

Inwazyjne larwy Dictyocaulus viviparus prze-
chowywano w jednakowej temperaturze na réz-
nej glebokosci stupa wody (od 1 do 50 cm) i ba-
dano ich zywotno$é. Okazalo sie, ze larwy ginety
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w czasle proporcjonalnym do wysoko$ci pokrywa-
Jacego je slupa wody.

Najdiuzej zyly larwy umieszczone pod najplyt-
szym do 1 cm slupem wody.

Trzem grupom cielat, po 5 sztuk kazda, w wieku
od 2 do 3 miesiecy, zadano w celu uodpornienia
ich przed reinwazja, po 2 dawki larw w odstepie
5 tygodni.

Grupa 1 pierwsza dawka 1000 larw,

druga dawka 1500 larw
Grupa 2 pierwsza dawka 500 larw,
druga dawka
250 larw,
druga dawka 250 larw

500 larw
Grupa 3 pierwsza dawka

Grupa kontrolna do§wiadczenia nie zostala zara-
zona. Dwa tygodnie po podaniu drugiej dawki
larw, cieleta z grup 1, 2, 3, zarazano trzecig jed-
nakows dawkg zlozong z 6000 larw. Dawka taka
powoduje Smieré potowy cielat w wieku 6 mie-
siecy. Cieleta kontrolne zarazano za§ w tym sa-
mym czasie dawksg 2500 larw.

Ogélne zachowanie sie, stan kliniczny, wyniki
‘badan kalu oraz poziomu miana przeciwcial w su-
rowicach cielat grup 1, 2 i 3 wykazalo, ze cieleta
z grupy 3 uodporniane 2 dawkami po 250 larw
‘byly w podobnym stopniu odporne na zarazenie
dawkg 6000 larw jak cieleta z grupy 1.

Cieleta grupy kontrolnej bardzo ciezko przecho-
rowaly zarazenie dawkg 2500 larw, podczas gdy
uodpornione cieleta z grup 1, 2 i 3 nie wykazalty
najmniejszych nawet klinicznych objawéw inwazji
‘po zarazeniu dawkg 6000 larw.

Doswiadczenie to wykazalo, Ze cieleta uodpor-
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niane 2 dawkami larw po 250 kazda, sa dosta-
tecznie odporne na zarazenie dawka 6000 larw —
dawka powodujgca upadek p610wy cielat nie-
uodpornionych w wieku 6 miesiecy. W Wielkiej
Brytanii stosowano za§ dawki 4000 larw, ktére
okazaly sie w Polsce za wysokie i powodowaly
Smieré cielat.

Zastrzezenie patentowe

Spos6b wyodrebniania z kalu cielgt larw nicieni
Dictyocaulus viviparus, stuzacych do wytwarzania
szczepionki przeciw robaczycy piuc bydia przez
zebranie kalu, rozsmarowanie go w cienkie war-
stwy, ktére poddaje sie dojrzewaniu w temperatu-
rze pokojowej w wilgotnej atmosferze, a nastepnie
odfiltrowanie larw, znamienny tym, ze larwy
zbiera sie z miejscowego szczepu pasozyta, a pro-
ces dojrzewania larw w kale prowadzi sie¢ dwu-
etapowo, mianowicie poczatkowo kal rozsmaro-
wany na plytkach lub siatkach pozostawia w ciggu
5 dni w temperaturze 20—23°C, przy czym plytki’
umieszcza sie w' pozycji pionowej w akwarium
pod przykryciem, zanurzone w wodzie na giebo-
ko$¢ do 1 cm, po czym larwy splukuje sie woda
i zawiesine poddaje filtrowaniu przez filtry sia-
kowe o Srednicy otworéw 60—30 mikronéw, a na-
stepnie powstaly osad poddaje powtérnemu doj-
rzewaniu przez pozostawienie go wraz z filtrami
w pozycji poziomej w temperaturze 20—26°C na
okres 20—22 godzin, przy czym po uplywie pierw-
szych 12 godzin na dno akwarium wprowadza sie
warstwe wody o grubosci do 1 cm i o tempera-
turze 20—26°C, wskutek czego larwy migrujg do
warstwy wodnej.
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