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INFLUENTA MICROFLOREI INTESTINALE ASUPRA VARIATIEI
TITRELOR DE ANTICORPI POSTVACCINALI CONTRA
PSEUDOPESTEI AVIARE
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Abstract. The investigations are based on determining the influence of intestinal microflora variation on the
level of postvaccination antibody titers against Newcastle disease. Thus, severa chicken groupswere vaccinated
and implicitly, there were taken samples for making subsequent serological tests in order to determine the
antibody titersand also intestinal lavagesto determine microflora. Asaresult, it was determined that the variation
of qudlitative intestinal microflora is insignificant and the level of materna antibody titers against Newcastle
disease, at the age of one day, is quite high and it is able to protect chickens up to the age of 15-20 days, when
the first vaccination is recommended.
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Rezumat. Investigatiile se bazeaza pe determinareainfluentel variatiel microflorei intestinale asupra nivelului
titrelor de anticorpi postvaccinali impotrivabolii Newcastle. Astfel,mai multeloturi de pui au fost supuse vaccinarii,
implicit s-au recoltat probe pentru testele serologice ulterioare de determinare a titrelor de anticorpi si lavaje
prelevate de la nivel intestinal, pentru determinarea microflorel. S-a stabilit ci variatia microflorei intestinale
calitativa este nesemnificativa si ca nivelul titrelor de anticorpi maternali contra pseudopestel aviare, lavarsta de
0 Zi, este destul de mare, capabil sa protejeze puii de gdina pana la o varsta de aproximativ 15-20 de zile, atunci
cand se recomanda prima vaccinare la pui.
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INTRODUCERE

Boala de Newcastle (BN) este produsa de un paramyxovirustip | (APMV-1), care face parte din
genul Avulavirus, familia Paramyxoviridae. Paramixovirusurile izolate de la speciile aviare au fost
clasificate prin testare serologica in 9 serotipuri — de laAPMV 1 laAPMV 9 (OIE. Terresteria
Manual 2009). Virusul bolii de Newcastle este APMV-1.

De la prima descriere (1926), boala de Newcastle a fost considerata endemica in multe tari.
Actuamente, boala de Newcastle este 0 boala foarte contagioasa si evolueaza sub forma de epizootii
(Fdca, C., Mocofan, E., Morar, D. 2009).

Studiul asupratitrelor deanticorpi postvaccindi obtinuti caurmareamanoperei deimunoprofilaxie contra
pseudopestel este foarte important pentru ramura avicola, precum si interpretarea rezultatelor obtinute.
Nivelul optim d titrelor de anticorpi antipseudopestosi este 0 tema de disputa datorita relativitatii acestora,
determinata devirulentatulpinilor viralefrecventein anumiteteritorii (Hailu, M., Esayas, G. 2009).

Importanta studiului respectiv a devenit mult mai mare odata cu manifestareainteresului agentilor
economici din ramura avicola de a exporta produsel e obtinute pe noi piete externe, nivelul titrelor de
anticorpi fiind un indiceinclus obligatoriu in certificareaveterinara.

Nivelul titrelor deanticorpi poatefi influentat deunsir defactori, atat predispozanti, cat si determinanti,
unul dintre acestia fiind, nemijlocit, starea de sanatate atubului digestiv (Kaput’, 1.M. 2009). Astfd,
esteimportant de adeterminasi afirmade pe pozitii stiintifice argumentate care colonii bacteriene pot
influenta succesul vaccinarii antipseudopestoase.

MATERIAL SI METODA

Cercetarile efectuate au avut scopul de a studia variatiaindicilor imunologici postvaccinali contra
pseudopestel, in functie de componentamicroflorei intestinalelapuii degaina.

Inurmainvestigatiilor s-au determinat titrele de anticorpi postvaccinali contrapseudopestei, precum
si componentamictroflore intestinale. Cercetarile de baza au fost efectuatela Catedrade Epizootologie
aUnivergtatii Agrare de Stat din Moldovasi laLaboratorul Sanitar-Veterinar de Stat dinlasi, Romania.

Obiectul cercetarilor I-au congtituit puii de rasa Rhode Idland cu varstade o zi.

Aufost studiati urmatorii indici:
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- titrelede anticorpi postvaccinai antipestosi;

- componentamicroflore intestinale.

in acest scop au fost formate 5 loturi a cate 20 de pui cu varstade o zi dupa cum urmeazi:

- lotul martor;

- lotul in a carui ratie s-a administrat biomasa produsi de unele streptomycete si care afost supus
vaccinarii cutulpinaMab Clone30;

- lotul caruiai ssaadministrat zilnic lichid cultural produsdeunelestreptomycetesi care afost supus
vaccinarii cu vaccinul LaSota;

- lotul caruiai s-aadministrat enrofloxacina si care afost supus vaccinarii cu tulpina LaSota;

- lotul care afost supus vaccinarii numai cu vaccinul LaSota.

Loturilede pui au fost intretinute pe asternut permanent. Spatiul util, principalii factori de microclimat,
conditiile de igiena au fost asigurate conform normelor pevazute pentru aceasta categorie de pasari.
Administrarea furgjelor s-afacut manual, in hranitoare, iar apa afost asigurata constant.

Puii selectati au avut aceessi varda, greutate si dezvoltare corporda, fiind indemni debolileinfectioase
si parazitare.

Vaccinirile au fost ef ectuate lavarstade o zi, apoi 1a 20 si, respectiv, la60 de zile. Aufost prelevate
probe pentru determinareatitrel or deanticorpi, evad uareaindicilor hematologici si amicroflorel intestinde
lavarstadeo zi, 15, 55si 75 dezile.

Determinareatitrelor de anticorpi s-a efectuat prin reactia deinhibitie ahemaglutininei. Metoda se
bazeaza pe proprietatea virusurilor bolii de Newcastle de a prezenta activitate hemaglutinanta fata de
globuleerosii depasire. Inhibareahemaglutinarii indica prezentaanticorpilor specifici bolii de Newcastle.
indiagnosticul bolii de Newcastle, reactiadeinhibare ahemaglutinarii sefoloseste cametoda serologica
pentru detectarea anticorpilor specifici virusului din familia Paramyxoviridae din serul sanguin a
pasarilor receptive.

Titrul inhibohemaglutinant al serului este ceama mare dilutie care a produs inhibarea completa a
antigenului (4 UHA). Hemaglutinarea este inhibata in acele godeuri in care eritrocitele sunt lafel casi
in godeurile martor pentru eritrocite.

Pentru determinarea microflorei intestinale au fost prelevate probe de lanivelul mucoasai tractul ui
intestina si efectuate insamantari pe medii, acestea fiind ulterior supuse incubarii la 37°C pe o durata
de 48 de ore.

REZULTATE S| DISCUTII

Un ser este considerat pozitiv daca se produce inhibarea hemaglutinarii la o dilutie aserului de cel
putin 1:16 fata de 4UHA de antigen (Young, M., Alders, R., Grimes, S. et a. 2012; OIE. Terresteria
Manual 2009). Conform rezultatel or obtinuteredate intabelul 1, observam ca lavarstadeo zi titrelede
anticorpi antipestosi maternali au valori destul de ridicate capabile si protejeze puii pana lavarsta de
15-20 zile, cand se si recomanda prima vaccinare a puilor. La varsta de 15 zile, in loturile supuse
vaccinarii contra pseudopestei observam obtinerea unei imunitati destul de solide, cei mai mari indici
obtinandu-selalotul 11, cu 17,65% mai mari fata de puii lotului 111 si V, respectiv cu 29,41 % fata de puii
lotului 1V. Diferentadintreloturile 11 si \V, comparativ culotul 1V, este de 14,28%. In cazul investigatiilor
efectuate|a55 de zile se observa o crestereanivelurilor titrelor de anticorpi. Au fost obtinute valori cu
28,5% mai mari lapuii lotului 11, comparativ cu lotul 111, si respectiv, cu 14,28% fata de lotul IV si cu
50%fata delotul V. Deasemenea, lapuii dinlotul 1V s-au obtinut valori mai mari cu 16,67% comparativ
culotul 111 si cu41,67%fata delotul V, iar valorileobtinutelalotul 111 sunt cu 30% mai inalte comparativ
cu lotul V. Vdorile obtinute la 75 de zile dupa vaccinare au fost urmatoarele: la lotul 1l s-au obtinut
indici cu 25,3% mai mari comparativ cu lotul IV, respectiv 37,74% comparativ cu loturile 111 si V, iar
diferenta procentuala dintre lotul 1V raportata laloturile 111 si V acongtituit 16,66%.

Cercetarilesi observatiile referitor laexaminareamicroflorei dinlavagele colectatelal, 15, 555si 75
de zile au avut la baza insamantari efectuate pe mediile solide Agar peptonat, Endo , Bismut-sulfit-
agar, mediile Saburo si Lewin, monitorizate timp de 48 de ore de incubatie. Practic pe toate aceste
medii au crescut culturi bacteriene ce fac parte din bacteriocenoza tubului digestiv la puii de gaina
(Streptocaci, Bifidobacterii, E.coli, Bacterioides s.a.) (Proietti, Patrizia, Dal Bosco, A., Friedrike,
H. etal. 2010). Doar pe mediul Bismut-sulfit-agar nu afost observata crestereasi dezvoltareaculturilor
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Figura 1. Nivelul titrelor de anticorpi antipseudopestosi
180
171,33
160
140 ’
128 128
120
100 106,67
0,67
80 4,77 . 74,67
60 64
“ \_L
20 4733
! 7,935 10,66
0
primaz 15 zile 55 zle 75 Zle
—gr.| =——gr.ll grlll =———gr.lV gr.V

bacteriene, acest mediu fiind specific indeosebi pentru culturile de salmonella spp. (Widen, P,
Keuzenkamp, D.A., Lipman, L.J.A. et d. 2002).

Tabelul 1. Nivelul titrelor de anticorpi vaccinali antipseudopestosi

O1z 157zle 55 zile 751zle
1 1:74,77 £ 0,37 1:17,33+0,08 1:9,33:0,1 1: 10,6 0,02
2 - 1: 90,67 £ 0,32 1: 149,33+ 0,49 1:171,33+0,37
3 - 1.74,67 +0,24 1:106,67 £ 0,18 1:106, 67 + 0,18
4 - 1:64 + 0,32 1:128+0 1:128 £+ 0,55
5 - 1. 74,67 + 0,37 1:74,67+0.24 1:106,67+0,18

in tabelele 2-5 sunt prezentate datel e referitoare la monitorizarea numarului de colonii crescute pe
mediilenutritive mentionate.

Tabelul 2. Compozsia cantitativaé a microflorel intestinale la puii de o z

Culturi Spreptococi | Bifidobacterii E. coli Bacterioides | Enterococus
identificate
Nr. colonii 31+ 004 25+ 0,23 23+ 0,15 14+ 0,2 26 +0,42

Conform indicilor din tabelul 2, compozitia cantitativa amicroflore intestinale la puii de o zi este
compusi din Streptococii care au dezvoltat cu 19,4% mai multe colonii comparativ cu Bifidobacterii
si respectiv, cu 25,8%, 54,8% si 16,1% comparativ cu E. coli, Bacterioides si Enterococus.

Tabelul 3. Compozyia cantitativa a microflore intestinale la puii de 15 zle

Culturi Lotul | Lotul I1 Lotul 111 Lotul 1V Lotul V
identificate (colonii) (colonii) | (colonii) (colonii) (cdonii)
Streptococi 35+0,17 46+ 0,25 | 37+0,14 | 22+ 0,29 39+0,34
Bifidobacterii 31+0,31 35+024 | 29+004 [ 18+ 0,20 30+ 0,41
E. coli 49+ 0,04 53+ 0,42 | 55+0,19 | 25+0,33 51+0,22
Bacterioides 21+0,38 27+ 0,16 | 20+ 0,36 | 16+0,41 23+0,29
Enterococus 23+ 0,19 #A+011 | 9+043 | 19+0,49 24 + 0,36
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Tabdul 4. Compozyia cantitativa a microflore intestinale la puii de 55 de zle

Culturi Lotul | Lotul Il Lotul I11 Lotul IV Lotul V

i dentifi cate (colonii) (col onii) (colonii) (colonii) (cdonii)
Streptococi 42 +0,23 86 + 0,39 73+ 0,48 44+ 0,19 54 + 0,33
Bifidobacterii 63 +0,44 71+05 66 + 0,19 39+ 0,04 69 + 0,17
E.coli 81+0,33 99+ 0,41 83+ 0,34 54 + 0,37 73+0,35
Bacterioides 65 + 0,27 46 + 0,43 34+042 31+ 0,24 39+0,31
Enterococus 26+ 0,41 35+ 0,49 28 +0,31 36+0,11 30+ 0,16

Tabelul 5. Compozyia cantitativa a microflorel intestinale la puii de 75 zle

Culturi Lotul | Lotul Il Lotul 111 Lotul IV Lotul V
identificate (colonii) (colonii) (colonii) (caonii) (colonii)
Streptococi 73+0,3 83+0,13 79+ 0,15 65+0,18 65 + 0,28
Bifidobacterii 75+0,15 87 +0,35 73+0,13 76 +0,48 69 + 0,09
E.ooli 101 + 0,47 88 +0,1 89 +0,45 80+03 71+0,21
Bacterioides 54+0,12 65+ 04 57+0,31 46 + 0,36 59 + 0,07
Enterococus 31+0,18 39+0,31 39+0,21 28 +0,37 17+ 05

Analizand datele obtinute, observam ca odata cu varsta puilor, creste si incarcaturabacteriana, fapt
cedetermina si dezvoltareanumarului de colonii pe mediile specificerespective. Observam ca numarul
de colonii obtinute dinlavajele colectate delalotul 1V este mult mai mic comparétiv cu celelalte grupe,
insd raportul nemijlocit intre coloniile bacteriene este practic acelasi. De asemenea observam ca pe
parcursul experimentului derulat cele mai multe colonii aufostizolatedelaloturilell si 11, lacare s-au
utilizat ca supliment in ratia alimentara si in apa de baut metaboliti obtinuti ca urmare a cresterii
tulpinilor de streptomyceteizolate din solurile Republicii Moldova
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Facand o conexiuneintreindicii titrel or postvaccinali ladiferitevarstesi coloniile bacterieneizolate de
lapuii de gaing, subiecti ai experimentului derulat, se observa un raport direct proportional intre indicii
cantitativi al incarcaturii bacterienesmbiontesi indicii titrelor de anticorpi antipseudopestosi, dezvoltarea
microflore fiind nemijlocit influentatd de substratul nutritiv propiceoferit demetabolitii obtinuti caurmare
adezvoltarii tulpinilor de streptomycete bogate in substante biol ogic active (Burteva, S.A. 2002).

CONCLUZII

1. Lapuii cuuntract digestiv sinatos, variatiacalitativa amicroflore intestina e este nesemnificativa.
Pentru determinarea obiectiva ainfluentei microflorel intestinale asupra variatiei titrelor de anticorpi
postvacinali contra pseudopestel este necesara studierea nemijlocita a puilor cu afectiuni digestive.

2. Deoarece anticorpii antipestosi maternali sunt capabili sa protejeze organismul contra virusului
pseudopestel pani lavarstade 15-20 dezile, primavaccinare profilactica se recomanda de efectuat la
varsta de doua saptamini.

3. Antibioticile administrate cu scop profilactic au efect imunoinhibitor si efect distructiv asupra
coloniilor bacteriene simbiote ae tractului gastrointestinal. In acelasi timp, biomasa produsi de unele
streptomycete administrate in ratia puilor de gaina reprezinta un factor stimulator determinant pentru
dezvoltareacoloniilor microbieneintestinale si formareaimunitatii postvaccinae in pseudopestaaviara.

REFERINTE BIBLIOGRAFICE

1. BURTEVA, S.A. (2002). Substante biologic active ae genului Streptomyces (biosinteza, proprietati si
perspective de aplicare): autoreferatul tezei de doc. hab. in stiinte biologice.

2.FALCA, C., MOCOFAN, E., MORAR, D. (2009). Influentaunor sursesi doze de seleniu din hranapuilor de
carne asupra parametrilor biochimici sanguini. In: 35 ani de invatamant superior medical veterinar din Republica
Moldova: simp. st. intern., 15-16 oct., pp. 77-79. ISBN 978-9975-4044-6-4.

3.HAILU, M., ESAYAS, G. (2009) Evaluation of Newcastle disease antibody level afterdifferent vaccination
regimes in three districts of Amhara Region, Northwestern Ethiopia. In: Journa of Infectious Diseases and
Immunity, vol. 1(2), pp. 16-19. ISSN 2141-2375.

4. KAPUT’, .M. (2009). Mikrobnye preparaty v povysenii rezistentnosti i profilaktike boleznej molodnaka In:
35 ani deinvatamant superior medical veterinar din RepublicaMoldova: smp. st. intern., 15-16 oct., pp. 115-119.
ISBN 978-9975-4044-6-4.

5. OIE. Terresterial Manual (2009). Chapter 2.3.14. - Newcastle disease, pp. 557-587 [accesat: 02.06.2016].
Disponihil: http://web.oie.int/eng/normesMMANUAL/2008/pdf/ 2.03.14_ NEWCASTLE_DIS.pdf

6. PROIETTI, Patrizia, Dd BOSCO, A., FRIEDRIKE, H., FRANCIOSINI, Maria, CASTELLINI, C. (2010). Evdugtion
of intestinal bacterial flora of conventional and organic broilers using culture-based methods. In: Itaian Journal
of Animal Science, vol. 8, pp. 51-63. DOI: 10.4081/ijas.2009.51

7.WIELEN, B, KEUZENKAMB, D.A., LIPMAN, L.JA., vanKNAPEN, F,, BIESTERVELD, S. (2002). Spatia
and tempora variation of the intestinal bacterial community in commercially raised broiler chickens during
growth. In: Microbia Ecology, vol. 44(3), pp. 286-293. DOI: 10.1007/900248-002-2015-y

8.YOUNG, M.,ALDERS, R., GRIMES, S. et d. (2012). Controlling Newcastle disease invillage chickens: a
laboratory manual. 2nd ed. 143 p. ISBN 978-1-921962- 44-8.

Dataprezentarii articolului: 21.04.2016
Dataacceptarii articolului: 25.05.2016





