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Abstract: This paper presents the level of total gammaglobulin of serum which was collected from chickens
vaccinated against infectious bronchitis. For vaccination were used “H-120” and “Ma5+Clon30” strains,
administrated by spray, aerosol method and with drinking water separate and in combination with the hidroalcoholic
solution of pollen. The total level of gammaglobulin was established in the reaction of precipitation. Optimal level
oftotal gammaglobulin in bird’s serum normally is between the limits 1:19 to 1:35., but in our investigation this
parameters has the limits between 1:10,5 and 1:90.
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INTRODUCERE

Pe parcursul ultimilor ani, in tarile cu o avicultura inalt dezvoltata, cercetatorii au efectuat investigatii
stiintifice semnificative ce se refera la structura, morfogeneza si biologia moleculara a virusului bronsitei
infectioase aviare. In baza cercetarilor stiintifice au fost elaborate diverse tulpini vaccinale, scheme si
metode noi de vaccinare si de combatere a acestei maladii (R. Manzat, 2005; Z. Guo et al, 2010).

Investigatiile biologice si biochimice au un rol important in aprecierea glicoproteinelor virale ale
virusului. S-a stabilit ca virusul este de tip ARN, are aspect de coroana si virionii contin trei proteine
majore: S — din spicul, M — glicoproteina membranei, N — proteina internd a nucleocapsidei, si o
proteind de invelis — sM. Proteina S include doua copii ale celor doua glicoproteide S, si S,. Proteina S,
are proprietatea de a include anticorpii inhibohemaglutinanti si virusneutralizanti (H. Jiao et al., 2011;
A. Motitschke, H. Ottiger, C. Jungback, 2010).

Odata cu dezvoltarea intensiva si industriala a aviculturii, bronsita infectioasa aviara s-a raspindit, si
este descrisd In majoritatea tarilor lumii (V. Sumi et al., 2012; T. Yohannes et al., 2012).

In numeroase lucriri stiintifice s-au descris despre cazurile de raspindire a bronsitei infectioase
aviare si gradul inalt de virulenta al agentului patogen in cadrul intreprinderilor avicole din Germania,
SUA, China, India, Pakistan, Singapore si 1n alte tari (Y. Yamada et al., 2009).

MATERIAL SI METODA

In prezenta sarurilor metalelor grele, chiar si in concentratie foarte mici (24 mg %), gamaglobulinele
precipita. Turbiditatea mediului de reactie poate fi dozatd spectrofotometric, oferind indicii asupra
concentratiei gamaglobulinelor totale, care au fost stabilite si prezentate in tabelul 1.

Testele de disproteinemie (labilitate coloidald) se bazeaza pe faptul ca la pH = 7,4 incarcarea
electrica si stabilitatea coloidald a gammaglobulinelor este mai scazuta decit cea a albuminelor serice.
Din acest motiv, in urma diluarii cu apa distilata a serului si a adaugéarii de mici cantitati de agenti
precipitanti ai proteinelor, se produce o floculare cu atat mai bine exprimata, cu cat raportul albumine
/ globuline va fi mai scazut.

Una dintre metodele cele mai facile, atat datorita aplicabilitatii cat si rezultatelor usor de interpretat,
este testul de precipitare cu sulfat de zinc (reactiv Serb).

Au fost utilizate urmatoarele materiale:

- probele de ser sau plasma, perfect limpezi si nehemolizate (pentru purificare se poate recurge
eventual la centrifugare timp de 10 minute la 2500 rpm);

- reactivul Serb (solutia de sulfat de zinc): pentru prepararea acestuia, se introduc intr-un balon
cotat de 1000 ml, 280 mg veronal (acid dietil barbituric) si 210 mg medinal (dietil barbiturat de sodiu),
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se adauga apoi 900 ml de apa distilata si se agita pana la dizolvarea completa a pulberilor. Se adauga
24 mg sulfat de zinc (ZnSO, x 7 H,0) si se agitd din nou pana la dizolvare. Se completeaza apoi pand
la nivel cu apa distilata. Ajustarea pH-ului la 7,4 se face addugéind veronal sau medinal, dupa caz.

S-a lucrat in placi cu 96 godeuri cu profil in,,U”. S-au pus in contact cate 6,6 ml de ser sau plasma din
fiecare proba cu 193,3 ml reactiv Serb; amestecul s-a agitat pe agitatorul electric si s-a ldsat apoi in
repaus la temperatura camerei, timp de 30 minute. S-au citit densitatile optice la o lungime de unda de 475
nm, d=0,5 cm, fatd de blanc (reactivul Serb). Valorile pot fi exprimate ca atare sau pot fi convertite in
grade Vernes prin inmultirea densitatilor optice cu 100. Pentru o determinare mai precisa a concentratiei
gamaglobulinelor totale se poate apela la o curba etalon, trasata in urma efectuarii reactiei in care probele
de ser sau plasma au fost substituite cu solutii de gammaglobuline de specie, avand concentratii cunoscute.
Se realizeaza astfel corespondenta intre densitatea opticad masurata si concentratia in gamaglobuline.

In cazul micrometodei, citirea este mult usurata de posibilitatea utilizarii aparatului Sumal PE 2.

Acest studiu a fost efectuat in conditii experimentale pe 8 grupe de pui rasa “Hi Land” a cite 20 de
pui in fiecare grupa. Au fost formate 7 grupe de pui experimentale si o grupa lot martor. S-au folosit
vaccinurile din tulpina H-120, Ma 5 + Clon 30 si La Sota. La unele grupe vaccinul a fost administrat o
singura data la virsta de o zi, iar la alte grupe - de 2 ori, la virsta de o zi i 28 de zile, iar unele grupe de
pui au fost vaccinati in combinatie cu solutia hidroalcoolica de polen in diferite doze.

Pina la vaccinare §i la virsta puilor de 10, 20, 35, 45 si 60 de zile din fiecare grupa au fost sacrificati
cite 3 pui, de la care s-au recoltat probe de ser sangvin pentru determinarea gamaglobulinelor totale.

Cercetarile s-au efectuat la catedra Epizootologie, facultatea de Medicina Veterinara, UASM, iar
probele de ser au fost examinate la catedra Boli infectioase, facultatea de Medicina Veterinara, USAMV
din Cluj-Napoca, Romania.

REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele investigatiilor serologice in scopul aprecierii gamaglobulinelor totale din probele de ser recoltate
de la pui cu virste diferite, vaccinati impotriva bronsitei infectioase aviare sint prezentate in tabel.

La puii din grupa lot martor concentratia gamaglobulinelor totale a serului pina la vaccinare a
constituit 1:40,2 si 1:65,9. La investigatiile urmatoare concentratia gamaglobulinelor totale au fost depistate
inraport de 1:30, 1:60 la a 10 —a zi, majorindu-se in raport de 1:35,0, 1:98,0 la a 35-a zi, cu o ulterioara
reducere a gamaglobulinelor totale in raport de 1:24,3 si 1:27,0 la a 60-a zi.

La puii din a II-a grupa experimentald concentratia gamaglobulinelor totale constituia 1:58,9, 1:65,3 la
virsta de 10 zile, micsorindu-se la celelalte examinari. La virsta de 45 de zile a constituit 1:19,0s1 1:32,1 cu
o majorare ulterioara a concentratiei gamaglobulinelor totale in raport de 1:22,2, 1:46,0 la a 60-a zi.

In acelasi timp la puii din grupa a III-a concentratia gamaglobulinelor totale constituia 1:26,7 si
1:51,8 la a 10-a zi, cu o reducere ulterioara a gamaglobulinelor totale pina la 1:20,0, 1:15,0 la a 20-a zi,
dupa care are loc o majorare a acestora in raport de 1:29,0 la a 45-a zi i mai apoi o usoara descrestere
inraportde 1: 14,6 51 1:21,7 la a 60-a zi.

In grupa a IV-a concentratia gamaglobulinelor totale a constituit 1:18,1 — 1:27,5 la virsta de 10 zile
cu o reducere la urmatoarele examinari dupa care urmeaza o majorare esentiala gamaglobulinelor
totale 1n raport de 1: 50,0 — 1:75,0 la a 60-a zi.

In grupa a V-a concentratia gamaglobulinelor totale constituia 1:18,6 — 1:56,3 la a 10-a zi, cu o
reducere a lor la urmatoarele examinari pind la 1:13,2 — 1:21,9 la a 45-a zi si cu o crestere moderata
pindla 1:18,1 —1:58,0 laa 60-a zi.

La puii din grupa a VI-a concentratia gamaglobulinelor totale erau reprezentate in raport de 1: 11,9,
1:27,4 la virsta de 10 zile, cu o majorare ulterioara in raport de 1: 35,9, 1:51,1 la virsta de 20 de zile.
Gamaglobulinele totale s-au majorat considerabil 1a a 45-a si a 60-a zi postvaccinal constituind valori in
raport de 1:90,0 si respectiv 1:80,0.

In grupa a VII-a concentratia gamaglobulinelor totale a constituit valori intre limitele 1: 32,6 — 1:81
la a 10-a zi, cu reduceri si majorari ulterioare a gamaglobulinelor totale la urmatoarele examinari cu o
crestere moderata pind la 1:84,0 la a 60-a zi.

La puii din grupa a VIII-a concentratia gamaglobulinelor totale a constituit in raport de 1: 30,3 — 1:49,4
la a 10-a zi, majorindu-se treptat la urmatoarele examinari. La virsta de 60 de zile gamaglobulinele totale
au atins cea mai inalta concentratie comparind cu cea initiala si a constituit valori de la 1:65 pind la 1:97.

54



Stiinta agricola, nr. 2/2012. ISSN 1857-0003

Tabel
Dozarea gamaglobulinelor totale in serul de cercetat
Tulpina Nivelul gamaglobulinelor totale in ser
vaccinala (zile/unitati)

1 10 | 20 [ 35 | 45 60
40,2 |30 28,0 (98,0 [81,0 |43
Lot martor 40,4 37,5 [42,3 350 (71,0 10,6
65,9 |60 314 (330 [28,0 7,0
; 58,9 [445 [220 [19.0 |22
H-120 65,3 (70,0 18,9 [23,4 P35.5
43,9 160 [23,1 32,1 k6,0
; 26,7 (150 [77,0 [29,0 [146
H-120 51,8 10,0 11,1 |18,4 1,7
50,7 [200 |11,1 27,0 79,0
] 24,6 340 [200 [14,7 50,0
Ma5+Clon30 18,1 492 [17,0 [92,0 [75,0
27,5 250 [13,8 10,3 |61,0
- 56,3 [26,7 [13.1 [13,2 9,0
H-120 51,4 (73,0 (400 [21,9 [58,0
18,6 [240 410 [152 |18,
21,8 15,7 [11,7 90,0 [19,5
27,4 1359 [26,0 [29,0 [80,0
1,9 |51,1 [24,7 [34,0 W60

. o ) - 81 10,9 160,0 |24,0 (10,8
H-120 in combinatie cu solutia 559 [215 |04 [3200 [g40

hidroalcoolica de polen de 20% (10 ml) 26 lao ho1 lis2 ligi
- 38,6 (23,6 52,0 32,0 65,0

49,4 52,0 42,0 |63,0 97,0
30,3 (44,0 J11,9 10,5 ]79,0

Ma5+Clon30 in combinatie cu solutia
hidroalcoolica de polen de 20% (5 ml)

H-120 in combinatie cu solutia
hidroalcoolica de polen de 20% (15 ml)

Nivelul optim al gamaglobulinelor totale din singe la pasari se incadreaza in limitele 1:19 si 1:35,
valorile mai joase de 1:19 sint valori negative si valorile mai mari de 1:35 sint valori pozitive.

CONCLUZII

1. La examinarea probelor de ser de la pui pina la vaccinare, concentratia gamaglobulinelor totale
a constituit 1:40,2 si 1:65,9, care treptat s-a redus pina la 1:24,3 si 1:27,0 la virsta puilor de 60 de zile.

2. In cazul vaccinirii cu tulpinile Ma5+Clon30, in combinatie cu solutia hidroalcoolica de polen, s-a
observat un nivel mai ridicat a gamaglobulinelor totale serice, ce a constituit 1:19,5-1:80 in perioadele
de examinare mentionate.

3. In baza investigatiilor se recomandi vaccinarea puilor cu tulpinile Ma5+Clon30 in combinatie cu
solutia hidroalcoolica de polen.
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PARAMETRII CANTITATIVI Al COMPLEXELOR
IMUNE SANGVINE LA PUIl VACCINATI CONTRA
BRONSITEI INFECTIOASE

NATALIA OSADCI
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Abstract: The article includes the serological investigation about maternal and post vaccination values of
immune complexes against bronchitis diseases virus. For vaccination were used “H-120" strains and “Ma5+Clon30”
strains, administrated by spray, aerosol and with drinking water methods separate and in combination with the
hidroalcoholic solution of pollen. The values of immune complexes were established in reaction of precipitation.
On result was established that the chickens which was vaccinated with vaccine strain “H-120” and “Ma5+Clon
30” separately had lower values of immune complexes comparative with values of immune complexes of chicken
which was vaccinated with vaccine strain “H-120" and “Ma5+Clon30” in combination with the hidroalcoholic
solution of pollen.

Key words: Chickens, Infectious bronchitis virus, Precipitation reaction, Serological investigation, Vaccine
strains, Values of immune complexes.

INTRODUCERE

Compartimentele majore ale sistemului imun, care participd la protectia antimicrobiand, sunt
reprezentate de imunitatea mediata prin anticorpi, imunitatea mediata celular, fagocitoza si complementul.
Aceste compartimente pot actiona separat sau in cooperare cu unul sau mai multe dintre celelalte (H.
Chen et al., 2010; Z. Han et al., 2011).

Deficientele care apar la nivelul compartimentelor sistemului imun pot fi congenitale, consecutive
unor anomalii embrionare, datorate unor deficite biochimice si metabolice, unor boli autoimune sau
dobandite consecutiv actiunii unor factori externi nocivi (infectii virale, infectii cronice, radioterapie,
iatrogene etc. (R. Manzat, 2005; H. Geerligs et al., 2011; W. Landman et al., 2012).

In decursul ultimilor ani, s-au inregistrat progrese remarcabile in diagnosticul diferitelor tulburari
imunodeficitare, existand teste pentru identificarea fiecarui efector imun. Acestea oferd posibilitatea
unui diagnostic corect in 75% din cazuri, raimanand ca formele complicate de imunodeficite sa fie
diagnosticate printr-un studiu complex. Stabilirea precisa a diagnosticului ofera totodata posibilitatea
instituirii unei conduite terapeutice adecvate. Deseori si extractele vegetale sunt utile in acest scop (S.
Ghergariu et al., 2000; N. Zou, 2010).

MATERIAL SI METODA

Investigatiile au fost efectuate in scopul de a stabili eficienta unor vaccinuri si metode de administrare
utilizate in profilaxia bronsitei infectioase aviare.
Acest studiu a fost efectuat in conditii experimentale pe 8 grupe de pui rasa “Hi Land” a cite 20 de
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