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U ovom radu je ispitivana uloga Harderove Zlezde u imunoloskom
odgovoru nakon vakcinacije protiv infektivnog bronhitisa (IB). Ogle-
dom je obuhvaceno 100 brojlerskih pilica koji su podeljeni u dve
grupe. Ogledna grupa vakcinisana je prvog dana starosti protiv infektiv-
nog bronhitisa vakcinom Bronhivet I, koja sarzi Zivi atenuirani soj H120.
Kontrolna grupa nije imunizovana. Ogled je trajao 21 dan. Ispitivani su
krvni serumi 1, 7, 14. i 21. dana na prisustvo specificnih antitela prema
infektivnom bronhitisu (ELISA test).

Pracéene su histoloske promene u gradi Harderove Zlezde u od-
nosu na primenjenu vakcinu. Ovim istraZivanjem je dokazana uloga
Harderove Zlezde 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 oSte¢uje Harderovu Zlezdu.

Kljucne reci: Harderova Zlezda,infektivni bronhitis, maternalna antitela,
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Uvod / Introduction

Infektivni bronhitis Zivine (IB) je akutno kontagiozno respiratorno obo-
lienje virusne etiologije svih starosnih kategorija. Kod mladih pili¢a se bolest ispo-
ljava kao kataralni bronhitis pracen velikom smrtno$c¢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). UzrocCnik bolesti je virus iz familije Nidoviridae,
rod Coronavirus. Bolest je proSirena u svim zemljama sa razvijenim zivinarstvom.
Dovodi i do 100% morbiditeta u jatu, jedan je od vodecih 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 zastita
vremenom pada od pocetnih 95% prvog dana na 30% sedmog dana (Mondal i
Naqui, 2001). Iz tog razloga se brojlerski pili¢i vakciniSu prvog dana starosti zivom
atenuisanom vakcinom (Glisson i Kleven, 1993). Znac¢ajnu ulogu u imunoloSskom
odgovoru na vakcinaciju ima Harderova Zlezda. Zlezda je smestena ventromedi-
jalno u orbiti i labavo pri¢vr§¢ena periorbitalnom fascijom ispod misi¢a (Shirama i
sar. 1996). Kod zivine je jeziCastog oblika (Walcott i sar., 1989). Histostrukturno
pripada slozenim tubuloalveolarnim Zlezdama (Khan i sar., 2007), Ciji je izvodni
kanal morfoloski vidljiv tek posle izlaska iz zlezde (Burns i Maxwell, 1979) gde se
otvara u konjunktivalnu vreéu na povrsini tre¢eg o¢nog kapka. Kod zivine ova
Zlezda ima dve osnovne funkcije: da proizvodi sekret koji podmazuje tre¢i kapak
(Payne, 1994) i da stiti okulonazalni region od antigena (Olah i sar., 1996). Intersti-
cijalno tkivo Harderove Zlezde obiluje plazma ¢elijama koje sekretuju tri klase imu-
noglobulina: IgA, 1gG i IgM (Ohshima i Hiramatsu, 2002). Na osnovu ovih ispiti-
vanja autori smatraju da Harderova zlezda kao komponenta lokalnog imunog
sistema ima znacajnu ulogu u protekciji okulonazalne regije kao i da prisutna ma-
ternalna antitela ne umanjuju efekat vakcinacije prvog dana starosti pilica.

Materijal i metode rada / Material and methods

Za predvidena istrazivanja koris¢eni su jednodnevni brojlerski pilici
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 -oglednaikontrolna (O i K) sa po 50 jedinki u grupi. Pili¢i su hranjeni ad /i-
bitum kompletnom smeSom za ovu starosnu kategoriju. Pili¢i ogledne grupe stari
jedan dan vakcinisani su sprej metodom protiv infektivnog bronhitisa vakcinom
Bronhivet | koja sadrZi Zivi atenuirani soj H120. Kod pilica kontrolne grupe nije
sproveden nikakav imunoloski program. Ogled je trajao 21 dan.
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U predvidenim terminima (1, 7, 14, i 21, dana starosti Zivine) uzeti su
uzorci krvi i izdvojeni krvni serumi za ispitivanje titra antitela na infektivni bronhitis.
Izdvojeni serumi su inaktivisani na 56°C (30 min) a zatim ispitani imunoenzimskim
testom (ELISA) na prisustvo antitela prema virusu infektivnog bronhitisa.

Za histopatolosko ispitivanje, ekstirpirane Harderove Zlezde 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 iseCene na
listi¢e debljine 5 wum pomocu rotacionog mikrotoma. Od svakog bloka je na-
pravljeno 4-5 listi¢a sa razli¢itih dubinskih nivoa koji su zatim bojeni hematoksilin-
eozinom (HE).

Rezultati i diskusija / Results and Discussion

Na osnovu dobijenih vrednosti visine titra antitela ELISA testom uocCe-
no je prisustvo maternalnih antitela na infektivni bronhitis u obe ogledne grupe.
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Grafikon 1. Visina titra antitela u kontrolnoj grupi
Graph 1. Antibody titre values in control group

U kontrolnoj grupi (K) od 1. do 7. dana uocava 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 poveéava
i dostize maksimum 14. dana. Od 14. do 21. dana visina titra je bez statistiCki
znacajne razlike (grafikon 2).
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Grafikon 2. Visina titra antitela u oglednoj grupi
Graph 2. Antibody titre values in experimental group

Nivo maternalnih antitela vr.emenom se smanjuje (Darbyshire i Peters,
1985) i opada linearno, tj. za 5-6 dana je duplo maniji. 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 nasem ogledu titar
antitela je spao na pola 7. dana, a 21. je bio negativan (grafikon 1).

Konstatovani pad titra maternalnih antitela se objasnjava serokonver-
zijom, pa je stoga neophodno izvrSiti vakcinaciju piliéa ve¢ prvog dana zivota

Slika 2. Harderova Zlezda kod pili¢a starih
14 i 21 dan u kontrolnoj grupi.

dana u kontrolnoj grupi. Mali broj limfocita i plazma Celija u

Pojedinacni limfociti i plazma Celije. blizini centralnog kanala. H&E, X100

H&E, X100 Figure 2. Harderian gland in chicks aged 14 and 21
Figure 1. Harderian gland in chicks aged seven days in days 1n control group.

control group. Small number of lymphocytes and plasma cells

Some Iymphocytes and plasma cells. H&E, X100 near central canal. H&E, X100
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(Davelaar i Kouwenhoven, 1981) ¢ime se lokalno Stiti okulonazalna mukoza od
eventualnog prodora virusa infektivnog bronhitisa (Davelaar i Kouwenhoven,
1980b). Znacajan porast titra antitela smo ustanovili u oglednoj grupi od 7. do 14.
dana, gde je pik dostignut 14. dana (grafikon 2). Povecanije titra antitela u serumu
dve nedelje nakon vakcinacije jednodnevnih pilica uo€avaju Davelaar (1982), Ign-
jatovi¢ i Galli (1995), Sto je u saglasnosti sa rezultatima koje smo dobili u toku
naseg 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
povecanije titra antitela 5 dana nakon vakcinacije, a pik je dostignut 21. dana.
Razliku u dobijenim rezultatima mozemo objasniti eventualnom razlikom u viru-
lentnosti vakcinalnog virusa.

Histopatoloskim ispitivanjem Harderove zlezde u kontrolnoj grupi kod
pili¢a starih 7 dana uoCavaju se izvodni kanali, pojedinacni limfociti i plazma ¢elije
(slika 1). Kod pili¢a starih 14 i 21.dan uoCava se neznatno povecanje limfocita i
plazma ¢elija pored centralnog kanala (slika 2).

U oglednoj grupi 7. dana nakon vakcinacije u histopatoloskom nalazu
Harderove Zlezde uoCavaju se limfociti i visokovaskularizovane plazma celije u in-
teracinusnim prostorima, a u izvodnim kanalima naden je sekrecioni sadrzaj (slika
3). Davelaar i Kouwenhoven (1976) kod pili¢a imunizovanih 1. dana Zivota vakci-
nom H120 nakon 3 dana uoCavaju povecanje broja plazma ¢elija. Do istih rezul-
tata dolaze i Toro i sar. (1996) koji joS opisuju i sekrecioni sadrzaj u sakupljackim
kanalima, $to je u saglasnosti sa nasim nalazima. Harderova Zlezda je 14. danais-
punjena velikim brojem limfocita i plazma ¢elija koje pokazuju znake destrukcije,
a u izvodnim kanalima se nalazi sekret sa detritusom celija (slika 4). lako poveca-

Rl AN
T AR S2AE W RN
Slika 3. Harderova Zlezda kod pili¢a starih 7  Slika 4. Harderova Zlezda kod pili¢a starih 14
dana u oglednoj grupi. dana u oglednoj grupi
Povecanje broja limfocita i plazma Veliki broj limfocita i plazma celija is-
Celija. H&E, X400 punjava Zlezdu; blaga destrukcija
Figure 3. Harderian gland in seven-day-old chicks in plazma ¢Celija. H&E, X400
experimental group. Figure 4. Harderian gland in 14-day-old chicks in ex-
Increased number of lymphocytes and plasma perimental group.
cells. H&E, X400 Large numbers of lymphocytes and plasma cells
fill gland; mild destruction of plasma cells.

HE&E, X400
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nje broja plazma ¢elija i limfnih folikula pokazuje imunokompetentnost Harderove
Zlezde, vakcinalni virus je delimi¢no oStecuje. U prilog tome govore istrazivanja
koja je sproveo Toro (1996), koji u plazma celijama nalazi Raselova telasca i
ljus¢enje tubulo-epitelnih ¢elija. U svojim istrazivanjima Davelaar i Kouwenhoven
(1980) dve nedelje posle vakcinacije nalaze formirane limfne folikule.

Dvadeset prvog dana veliki broj plazma celija je preSao iz Zlezdanog
epitela u lumen tubula, koji je ispunjen sekretom. Dolazi do destrukcije plazma
celija i detritusa epitela u izvodnim kanalima (slika 5).

Slika 5. Harderova Zlezda kod pili¢a starih 21 dan u oglednoj grupi.
Veliki broj plazma celija, lumen tubula ispunjem sekretom i detritusom epitela.
Prisutna destrukcija plazma celija. 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

Zakljucak / Conclusion

Na osnovu naseg ispitivanja i navoda iz literature dosli smo do sle-
decih zakljucaka:

Kod jednodnevnih brojlerskih pili¢a €iji su roditelji vakcinisani utvrden
je visok nivo maternalnih antitela na infektivni bronhitis, koji vr.emenom opada
usled serokonverzije.

Prisutna maternalna antitela nemaju negativan efekat na imunoloski
odgovor zivine kojoj je vakcina protiv IB aplikovana prvog dana starosti.

Harderova zZlezda ucestvuje u lokalnom imunoloskom odgovoru na
aplikovanu vakcinu povecanjem broja plazma ¢elija i lu€enjem imunoglobulina.
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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 | 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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PYCCKUA

POJIb XXENE3bl XAPOEPA B UMMYHHOM OTBETE LUMNNAT C MATEPUHCKUM
MMMYHUTETOM HA BAKLMHY NPOTUB BUPYCHOIO MHOEKLIMOHHOIO
BEXPOHXUTA

JNlunana CnaneBuy, fJo6puna fAkuy-Aumud, faHka Macnuy-Ctpuxak, A. MOTKOHSIK,
H. MaBnoBuy

B aToi paboTe ucnbiTaHa ponb xenesn Xapgepa B MIMMYHOOTM4ECKOM OT-
BETE nocrie BakuuHaumm npoTme HekLmoHHoro 6porxumTa (MB). OnbiTom oxBadeHo 100
6ponneHbiX UbINASAT, KOTOpble pasgeneHbl B ABe OnbiTHbIe rpynnbl. OnbiTHasa rpynna 01
BaKLUMHMpOBaHa MepBOro AHS CTapoCTU NPOTUB WMH(EKLUMOHOro O6POHXMTA BaKLMHON
BpoHxuBeT |, cogepxxaliasi >XMBOW aTTEHIOMPOBaHHbIA WTamMm H720 M KOHTpOsbHas
rpynna, kotopas He uMMyHu3uposaHa. OnbIT npogosmkanca 21 aeHb. VcnbiTaHbl KpoB-
SHble CbIBOPOTKU 1, 7, 14 1 21 AHA Ha NpUcyTCTBUE Cneumndn4ecKnx aHTUTen cornacHo
MHpekymoHHom 6poHxmTe (ELISA TecT).

CnexeHbl TMCTONOrM4eckre U3MeHeH1s B CTPOeHUN XXenesbl Xapaepa B OT-
HOLUEHUW MPUMEHEHHON BaKUMHbI. OTUM UCCNefoBaHMeM AoKasaHa porb »kenesbl Xap-
Aepa Kak BTOPUYHOro MMMAOMAHOro opraHa y BakumHaumm 6ponnepHbIX LynaaT npoTus
UHbeKLUMOHHOro 6poHxmuTa. MNMpucyTcTByOWmMe MaTepuHeke aHTutena Ha Vb He nvetoT
oTpuuaTenbHoe BIAHME Ha BakKUMHAUMIO UbINAT B NEPBOM AHe cTapocTu. BakuyuHanb-
HbIN BMPYC HYacTUYHO NOBpeXXAaeT xenesy Xapaepa.

KntoueBble cnoea: )xenesa Xapaepa, UHPEKUMOHHbIV OPOHXUT, MaTEPUHCKME aHTUTENA,
BTOPUYHbIA NNMONAHBIA OpraH
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