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ULOGA HARDEROVE @LEZDE U IMUNOM ODGOVORU
PILI]A SA MATERNALNIM IMUNITETOM NA VAKCINU

PROTIV VIRUSNOG INFEKTIVNOG BRONHITISA*

ROLE OF HARDERIAN GLAND IN IMMUNE RESPONSE OF CHICKENS

WITH MATERNAL IMMUNITY TO VACCINE AGAINST INFECTIOUS

BRONCHITIS VIRUS

Ljiljana Spalevi}, V. Iveti}, Dobrila Jaki} Dimi}, Danka Masli} Stri`ak,
A. Potkonjak, N. Pavlovi}**

U ovom radu je ispitivana uloga Harderove `lezde u imunolo{kom
odgovoru nakon vakcinacije protiv infektivnog bronhitisa (IB). Ogle-
dom je obuhva}eno 100 brojlerskih pili}a koji su podeljeni u dve
grupe. Ogledna grupa vakcinisana je prvog dana starosti protiv infektiv-
nog bronhitisa vakcinom Bronhivet I, koja sar`i `ivi atenuirani soj H120.
Kontrolna grupa nije imunizovana. Ogled je trajao 21 dan. Ispitivani su
krvni serumi 1, 7, 14. i 21. dana na prisustvo specifi~nih antitela prema
infektivnom bronhitisu (ELISA test).

Pra}ene su histolo{ke promene u gra|i Harderove `lezde u od-
nosu na primenjenu vakcinu. Ovim istra`ivanjem je dokazana uloga
Harderove `lezde kao sekundarnog limfoidnog organa kod vakcinacije
brojlerskih pili}a protiv infektivnog bronhitisa. Prisutna maternalna an-
titela na IB nemaju negativan uticaj na vakcinaciju pili}a prvog dana sta-
rosti. Vakcinalni virus delimi~no o{te}uje Harderovu `lezdu.

Klju~ne re~i: Harderova `lezda,infektivni bronhitis, maternalna antitela,
sekundarni limfoidni organ
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Infektivni bronhitis `ivine (IB) je akutno kontagiozno respiratorno obo-
ljenje virusne etiologije svih starosnih kategorija. Kod mladih pili}a se bolest ispo-
ljava kao kataralni bronhitis pra}en velikom smrtno{}u, a kod starjih se dodatno
komplikuje sa sekundarnim bakterijskim infekcijama (Ignjatovi} i Sapats, 2000).
Kod koka nosilja se pored respiratornih simptoma javlja i infekcija jajovoda.
Posledi~no dolazi do usporenog rasta, smanjene nosivosti i promene kvaliteta
ljuske jaja (King i Cavanagh, 1991). Uzro~nik bolesti je virus iz familije Nidoviridae,
rod Coronavirus. Bolest je pro{irena u svim zemljama sa razvijenim `ivinarstvom.
Dovodi i do 100% morbiditeta u jatu, jedan je od vode}ih uzro~nika ekonomskih
gubitaka (Engstrom i sar., 2003). Aktivnom imunizacijom se smanjuju gubici u
jatu. Nosilje koje se imunizuju protiv IB prenose antitela na potomstvo, ali ta za{tita
vremenom pada od po~etnih 95% prvog dana na 30% sedmog dana (Mondal i
Naqui, 2001). Iz tog razloga se brojlerski pili}i vakcini{u prvog dana starosti `ivom
atenuisanom vakcinom (Glisson i Kleven, 1993). Zna~ajnu ulogu u imunolo{kom
odgovoru na vakcinaciju ima Harderova `lezda. @lezda je sme{tena ventromedi-
jalno u orbiti i labavo pri~vr{}ena periorbitalnom fascijom ispod mi{i}a (Shirama i
sar. 1996). Kod `ivine je jezi~astog oblika (Walcott i sar., 1989). Histostrukturno
pripada slo`enim tubuloalveolarnim `lezdama (Khan i sar., 2007), ~iji je izvodni
kanal morfolo{ki vidljiv tek posle izlaska iz `lezde (Burns i Maxwell, 1979) gde se
otvara u konjunktivalnu vre}u na povr{ini tre}eg o~nog kapka. Kod `ivine ova
`lezda ima dve osnovne funkcije: da proizvodi sekret koji podmazuje tre}i kapak
(Payne, 1994) i da {titi okulonazalni region od antigena (Olah i sar., 1996). Intersti-
cijalno tkivo Harderove `lezde obiluje plazma }elijama koje sekretuju tri klase imu-
noglobulina: IgA, IgG i IgM (Ohshima i Hiramatsu, 2002). Na osnovu ovih ispiti-
vanja autori smatraju da Harderova `lezda kao komponenta lokalnog imunog
sistema ima zna~ajnu ulogu u protekciji okulonazalne regije kao i da prisutna ma-
ternalna antitela ne umanjuju efekat vakcinacije prvog dana starosti pili}a.

Za predvi|ena istra`ivanja kori{}eni su jednodnevni brojlerski pili}i
poreklom od roditeljskih parova provenijence Hybro PG. Program imunoprofi-
lakse kod roditeljskog jata sproveden je prema programu za roditeljske parove.
Ogled je izveden na 100 jednodnevnih brojlerskih pili}a oba pola podeljenih u dve
grupe – ogledna i kontrolna (O i K) sa po 50 jedinki u grupi. Pili}i su hranjeni ad li-
bitum kompletnom sme{om za ovu starosnu kategoriju. Pili}i ogledne grupe stari
jedan dan vakcinisani su sprej metodom protiv infektivnog bronhitisa vakcinom
Bronhivet I koja sadr`i `ivi atenuirani soj H120. Kod pili}a kontrolne grupe nije
sproveden nikakav imunolo{ki program. Ogled je trajao 21 dan.
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U predvi|enim terminima (1, 7, 14, i 21, dana starosti `ivine) uzeti su
uzorci krvi i izdvojeni krvni serumi za ispitivanje titra antitela na infektivni bronhitis.
Izdvojeni serumi su inaktivisani na 56oC (30 min) a zatim ispitani imunoenzimskim
testom (ELISA) na prisustvo antitela prema virusu infektivnog bronhitisa.

Za histopatolo{ko ispitivanje, ekstirpirane Harderove `lezde su fik-
sirane u 10% neutralnom formalinu, zatim dehidrirane u rastu}oj koncentraciji
alkohola i prosvetljavane u ksilolu. Nakon toga su uklopljene u parafin i ise~ene na
listi}e debljine 5 �m pomo}u rotacionog mikrotoma. Od svakog bloka je na-
pravljeno 4-5 listi}a sa razli~itih dubinskih nivoa koji su zatim bojeni hematoksilin-
eozinom (HE).

Na osnovu dobijenih vrednosti visine titra antitela ELISA testom uo~e-
no je prisustvo maternalnih antitela na infektivni bronhitis u obe ogledne grupe.

U kontrolnoj grupi (K) od 1. do 7. dana uo~ava se pad titra antitela koji
progresivno pada sve do 21. dana starosti (grafikon 1). U grupi O maternalna an-
titela opadaju od 1. do 7. dana starosti, a zatim se titar antitela zna~ajno pove}ava
i dosti`e maksimum 14. dana. Od 14. do 21. dana visina titra je bez statisti~ki
zna~ajne razlike (grafikon 2).
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Grafikon 1. Visina titra antitela u kontrolnoj grupi
Graph 1. Antibody titre values in control group
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Nivo maternalnih antitela vremenom se smanjuje (Darbyshire i Peters,
1985) i opada linearno, tj. za 5-6 dana je duplo manji. Talebi i sar. (2005) opisuju da
se titar maternalnih antitela kod nevakcinisanih pili}a za 5-6 dana umanjuje za
pola, da bi 21. dana visina izmerenog titra bila jedva merljiva. U na{em ogledu titar
antitela je spao na pola 7. dana, a 21. je bio negativan (grafikon 1).

Konstatovani pad titra maternalnih antitela se obja{njava serokonver-
zijom, pa je stoga neophodno izvr{iti vakcinaciju pili}a ve} prvog dana `ivota
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Porast titra anti-IBV u O1 grupi
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Grafikon 2. Visina titra antitela u oglednoj grupi
Graph 2. Antibody titre values in experimental group

Ti
ta

r/
T
it
re

Porast titra anti-IBV u oglednoj grupi /
Rise in anti-IBV titre in experimental group

Starost (dan) / Age (day)

Slika 1. Harderova `lezda kod pili}a starih 7
dana u kontrolnoj grupi.
Pojedina~ni limfociti i plazma }elije.
H&E, X100

Figure 1. Harderian gland in chicks aged seven days in
control group.
Some lymphocytes and plasma cells. H&E, X100

Slika 2. Harderova `lezda kod pili}a starih
14 i 21 dan u kontrolnoj grupi.
Mali broj limfocita i plazma }elija u
blizini centralnog kanala. H&E, X100

Figure 2. Harderian gland in chicks aged 14 and 21
days in control group.
Small number of lymphocytes and plasma cells
near central canal. H&E, X100



(Davelaar i Kouwenhoven, 1981) ~ime se lokalno {titi okulonazalna mukoza od
eventualnog prodora virusa infektivnog bronhitisa (Davelaar i Kouwenhoven,
1980b). Zna~ajan porast titra antitela smo ustanovili u oglednoj grupi od 7. do 14.
dana, gde je pik dostignut 14. dana (grafikon 2). Pove}anje titra antitela u serumu
dve nedelje nakon vakcinacije jednodnevnih pili}a uo~avaju Davelaar (1982), Ign-
jatovi} i Galli (1995), {to je u saglasnosti sa rezultatima koje smo dobili u toku
na{eg ispitivanja. Neznatan pad titra smo izmerili od 14. do 21. dana starosti, {to
se razlikuje od nalaza koje su imali Mockett i Darbyshire (1981). Oni su izmerili
pove}anje titra antitela 5 dana nakon vakcinacije, a pik je dostignut 21. dana.
Razliku u dobijenim rezultatima mo`emo objasniti eventualnom razlikom u viru-
lentnosti vakcinalnog virusa.

Histopatolo{kim ispitivanjem Harderove `lezde u kontrolnoj grupi kod
pili}a starih 7 dana uo~avaju se izvodni kanali, pojedina~ni limfociti i plazma }elije
(slika 1). Kod pili}a starih 14 i 21.dan uo~ava se neznatno pove}anje limfocita i
plazma }elija pored centralnog kanala (slika 2).

U oglednoj grupi 7. dana nakon vakcinacije u histopatolo{kom nalazu
Harderove `lezde uo~avaju se limfociti i visokovaskularizovane plazma }elije u in-
teracinusnim prostorima, a u izvodnim kanalima na|en je sekrecioni sadr`aj (slika
3). Davelaar i Kouwenhoven (1976) kod pili}a imunizovanih 1. dana `ivota vakci-
nom H120 nakon 3 dana uo~avaju pove}anje broja plazma }elija. Do istih rezul-
tata dolaze i Toro i sar. (1996) koji jo{ opisuju i sekrecioni sadr`aj u sakuplja~kim
kanalima, {to je u saglasnosti sa na{im nalazima. Harderova `lezda je 14. dana is-
punjena velikim brojem limfocita i plazma }elija koje pokazuju znake destrukcije,
a u izvodnim kanalima se nalazi sekret sa detritusom }elija (slika 4). Iako pove}a-
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Slika 3. Harderova `lezda kod pili}a starih 7
dana u oglednoj grupi.
Pove}anje broja limfocita i plazma
}elija. H&E, X400

Figure 3. Harderian gland in seven-day-old chicks in
experimental group.
Increased number of lymphocytes and plasma
cells. H&E, X400

Slika 4. Harderova `lezda kod pili}a starih 14
dana u oglednoj grupi
Veliki broj limfocita i plazma }elija is-
punjava `lezdu; blaga destrukcija
plazma }elija. H&E, X400

Figure 4. Harderian gland in 14-day-old chicks in ex-
perimental group.
Large numbers of lymphocytes and plasma cells
fill gland; mild destruction of plasma cells.
H&E, X400



nje broja plazma }elija i limfnih folikula pokazuje imunokompetentnost Harderove
`lezde, vakcinalni virus je delimi~no o{te}uje. U prilog tome govore istra`ivanja
koja je sproveo Toro (1996), koji u plazma }elijama nalazi Raselova tela{ca i
lju{}enje tubulo-epitelnih }elija. U svojim istra`ivanjima Davelaar i Kouwenhoven
(1980) dve nedelje posle vakcinacije nalaze formirane limfne folikule.

Dvadeset prvog dana veliki broj plazma }elija je pre{ao iz `lezdanog
epitela u lumen tubula, koji je ispunjen sekretom. Dolazi do destrukcije plazma
}elija i detritusa epitela u izvodnim kanalima (slika 5).

Na osnovu na{eg ispitivanja i navoda iz literature do{li smo do sle-
de}ih zaklju~aka:

Kod jednodnevnih brojlerskih pili}a ~iji su roditelji vakcinisani utvr|en
je visok nivo maternalnih antitela na infektivni bronhitis, koji vremenom opada
usled serokonverzije.

Prisutna maternalna antitela nemaju negativan efekat na imunolo{ki
odgovor `ivine kojoj je vakcina protiv IB aplikovana prvog dana starosti.

Harderova `lezda u~estvuje u lokalnom imunolo{kom odgovoru na
aplikovanu vakcinu pove}anjem broja plazma }elija i lu~enjem imunoglobulina.
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Slika 5. Harderova `lezda kod pili}a starih 21 dan u oglednoj grupi.
Veliki broj plazma }elija, lumen tubula ispunjem sekretom i detritusom epitela.
Prisutna destrukcija plazma }elija. H&E, X400

Figure 5. Harderian gland in 21-day-old chicks in experimental group.
Large number of plasma cells, tubular lumen filled with secretory material and epithelial detritus.
Destruction of plasma cells is present. H&E, X400
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ROLE OF HARDERIAN GLAND IN IMMUNE RESPONSE OF CHICKENS WITH
MATERNAL IMMUNITY TO VACCINE AGAINST INFECTIOUS BRONCHITIS VIRUS

Ljiljana Spalevic, V. Iveti}, Dobrila Jakic-Dimic, Danka Maslic-Strizak, A. Potkonjak,
N. Pavlovic

In this study we investigated the role of the Harderian gland in the immune re-
sponse following vaccination against infectious bronchitis (IB). The experiment was car-
ried out on 100 broiler chicks which were divided into two experimental groups.

Experimental group O was vaccinated on the first day of age against infec-
tious bronchitis with vaccine Bronhivet I batches that contain a live attenuated strain H120
and the control group did not get immunized. The experiment lasted 21 days. Blood sera
were examined on days 1, 7, 14 and 21 for the presence of specific antibodies against in-
fectious bronchitis (ELISA test).

Histological changes were observed in the structure of the Harderian gland in
relation to the applied vaccine. This research demonstrated the role of the Harderian gland
as a secondary lymphoid organ in broiler vaccination against infectious bronchitis.

Maternal antibodies present in the IB had no negative impact on the vaccina-
tion of chickens on the first day of age. The vaccine virus partially damaged the Harderian
gland.

Key words: Harderian gland, infectious bronchitis, maternal antibodies, secondary
lymphoid organ
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ROLÃ @ELEZÀ HARDERA V IMMUNNOM OTVETE CIPLÂT S MATERINSKIM
IMMUNITETOM NA VAKCINU PROTIV VIRUSNOGO INFEKCIONNOGO

BHRONHITA

LilÔna Spalevi~, Dobrila Âki~-Dimi~, Danka Masli~-Stri`ak, A. PotkonÔk,
N. Pavlovi~

V Ìtoy rabote ispìtana rolÝ `elezi Hardera v immunoogi~eskom ot-
vete posle vakcinacii protiv infekcionnogo bronhita (IB). Opìtom ohva~eno 100
broylenìh cìplÔt, kotorìe razdelenì v dve opìtnìe gruppì. OpìtnaÔ gruppa 01
vakcinirovana pervogo dnÔ starosti protiv infekcionogo bronhita vakcinoy

Bronhivet I, soder`a{aÔ `ivoy attenÓirovannìy {tamm H120 i kontrolÝnaÔ
gruppa, kotoraÔ ne immunizirovana. Opìt prodol`alsÔ 21 denÝ. Ispìtanì krov-
Ônìe sìvorotki 1, 7, 14 i 21 dnÔ na prisutstvie specifi~eskih antitel soglasno

infekcionnom bronhite (ELISA test).
Sle`enì gistologi~eskie izmeneniÔ v stroenii `elezì Hardera v ot-

no{enii primenënnoy vakcinì. Õtim issledovaniem dokazana rolÝ `elezì Har-
dera kak vtori~nogo limfoidnogo organa u vakcinacii broylernìh ciplÔt protiv
infekcionnogo bronhita. PrisutstvuÓçie materinskie antitela na IB ne imeÓt
otricatelÝnoe vliÔnie na vakcinaciÓ cìlÔt v pervom dne starosti. VakcinalÝ-
nìy virus ~asti~no povre`daet `elezu Hardera.

KlÓ~evìe slova: `eleza Hardera, infekcionnìy bronhit, materinskie antitela,
vtori~nìy limfoidnìy organ
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