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Rezumat 

 
În laboratoarele SN Institutul Pasteur a fost dezvoltat vaccinul AVISALMVAC contra salmonelozelor aviare, un 
produs biologic ce conţine bacterina S. enteritidis şi S. typhimurium, cu adjuvant uleios. Lucrarea de faţă prezintă 
rezultatele studiilor privind evaluarea stabilităţii şi toxicităţii acestui vaccin păstrat în condiţiile recomandate de 
producător (2-80C), la sfarsitul perioadei de valabilitate. Stabilitatea vaccinului Avisalmvac a fost evaluată prin 
analiza serologică şi histopatologică a probelor provenite de la păsări SPF vaccinate cu produsul aflat la sfarsitul 
perioadei de valabilitate. Studiul toxicităţii vaccinului Avisalmvac s-a realizat prin inocularea produsului ca atare 
sau a componentelor acestuia pe monostrat celular Vero, la momentul pasarii celulelor sau dupa constituirea 
monostratului celular, iar evaluarea efectelor a fost inregistrata microscopic sau prin testul MTT, aplicat la 6 zile 
post-inoculare. Valorile titrurilor serologice înregistrate la 2 si 3 saptamani post vaccinare demonstrează 
capacitatea vaccinului Avisalmvac (utilizat la un an de la fabricare) de a induce sinteza anticorpilor specifici şi 
deci, în acest mod, este dovedită stabilitatea preparatului. Examenele histopatologice realizate pe probe 
prelevate de la locul de vaccinare (muşchi scheletic şi piele) şi splină la 18 zile post vaccinare, nu au relevat 
niciun aspect lezional asociat vaccinarii cu acest produs. In testele de citotoxicitate prin punerea in contact a 
vaccinului / componentelor vaccinale cu monostratul celular Vero deja constituit, la examenul microscopic (figura 
10) nu au fost inregistrate efecte citopatice vizibile, la niciuna dintre dilutii sau componente vaccinale. Testul de  
evaluare a metabolismului celular cu MTT practicat la 6 zile de la inocularea produsului / componentelor 
vaccinale pe monostratul celular Vero deja constituit a evidentiat capacitatea vaccinului si a adjuvantului uleios 
de a stimula metabolismul celular, si un oarecare grad de toxicitate / inhibitie a metabolismului dehidrogenazic 
asociat unuia dintre emulgatori, dar la dilutii mai mari decat cele folosite in formula vaccinala. 

 
Abstract 

 
In Pasteur Institute laboratories there was developed AVISALMVAC, a vaccine against avian Salmonella, a 
biological product that contains S. enteritidis and S. typhimurium bacterin, with oil adjuvant. This paper presents 
the results of the studies regarding the stability and toxicity evaluation of this vaccine stored under conditions 
recommended by the manufacturer (2-80C) at the end of the period of validity. The vaccine stability was 
assessed by serological and histopathological analysis of samples from SPF chickens vaccinated with the 
product at the end of the period of validity. The study of Avisalmvac toxicity was carried out by inoculation of the 
product or its components on Vero cell monolayer, and the effects were microscopically recorded or by MTT 
test, applied at 6 days post-inoculation. Antibody titers recorded at 2 and 3 weeks post vaccination 
demonstrated the vaccine ability (used after an year since manufacture) to induce synthesis of specific 
antibodies and therefore, the product stability was proven. Histopathological examinations carried out on 
samples taken at 18 days post vaccination from the vaccination site (skeletal muscle and skin) and spleen, did 
not show any lesions associated to vaccination with Avisalmvac. The cytotoxicity analysis made by inoculating 
the vaccine or its components on Vero cell monolayer and the microscopic examination did not record visible 
cytopathic effects for any vaccine dilutions or vaccine components. The cell metabolism evaluation by MTT 
assay made at 6 days after vaccine / vaccine components inoculation on Vero monolayer, shown the ability of 
the vaccine and oil adjuvant to stimulate cell metabolism, and a certain degree of toxicity / inhibition of 
dehydrogenase metabolism associated to one of emulsifier but at dilutions higher than those used in the vaccine 
formula. 
 

Printre infecţiile bacteriene întâlnite la 
păsări, salmonelozele (paratifozele 
asociate cel mai frecvent cu Salmonella 
enteritidis şi S.typhimurium şi tifo - 
puloroza, asociată serovarului S. 
gallinarum - pullorum) reprezintă una dintre 
cauzele principale ale morbidităţii şi 
mortalităţii, fiind responsabile de pierderi 
economice semnificative (de la 20% până 
la 100%), în regiunile unde industria 
avicolă este o producţie economică majoră 

şi ocupă un loc important pe piaţa 
alimentară. Infecţiile salmonelice sunt 
înscrise în lista unică de boli al căror 
control este reglementat de Oficiul 
Internaţional de Epizootii şi fac obiectul 
unor directive si programe europene 
specifice, care impun monitorizarea 
fermelor de creştere a păsărilor incluse în 
lanţul alimentar, aşa cum este prevăzut şi 
în Programul strategic al acţiunilor sanitare 
veterinare din România. Paratifozele 
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reprezintă de asemenea o gravă problemă 
de sănătate publică, deoarece ocupă 
primul loc între toxi-infecţiile de origine 
alimentară înregistrate la om, dintre care 
mai mult de o treime s-au datorat 
consumului de carne de pasăre sau ouă 
contaminate cu tulpini de Salmonella. 

Una dintre “armele” tradiţionale contra 
bolilor infecţioase majore este reprezentată 
de vaccinuri.  

În acest sens, în laboratoarele 
Institutului Pasteur a fost dezvoltată o 
metodologie vaccinală destinată controlului 
infecţiilor salmonelice la păsări [8]. 

Vaccinul, denumit Avisalmvac, este un 
vaccin inactivat adjuvantat cu ulei mineral 
(Drakeol 5LT) ce conţine bacterină de S. 
enteritidis (tulpina 13a) şi S. typhimurium 
(tulpina 504) (min. 109 UFC/doză) obţinută 
în condiţii favorabile expresiei receptorilor 
chelatorilor de fier, acest vaccin fiind 
recomandat în profilaxia specifică 
salmonelozelor aviare asociate tulpinilor de 
S. enteritidis şi S. typhimurium [2,6,7]. 

Lucrarea de faţă prezintă rezultatele 
studiilor privind evaluarea stabilităţii şi 
toxicităţii acestui vaccin păstrat în condiţiile 
recomandate de producător (2-8°C), la 
sfârşitul perioadei de valabilitate.  
 

MATERIAL �I METODĂ 
 

Studiul toxicităţii vaccinului Avisalmvac 
s-a realizat prin inocularea produsului ca 
atare sau a componentelor acestuia pe 
monostrat celular Vero, la momentul pasarii 
celulelor sau dupa constituirea 
monostratului celular, iar evaluarea 
efectelor a fost inregistrata microscopic sau 
prin testul MTT, aplicat la 6 zile post-
inoculare (figura 8). 

 

 
 

Fig. 8. Tesarea de citotoxicitate la Alvisalmvac 
Vaccin integral sau componente vaccinale (pe placa de 96 
de godeuri si substrat celular Vero). 

Stabilitatea vaccinului Avisalmvac a 
fost evaluată prin analiza serologică şi 
histopatologică a probelor provenite de la 
păsări SPF vaccinate cu produsul aflat la 
sfarsitul perioadei de valabilitate. 

 
Examenele serologice 

 
Experimentul s-a realizat pe un lot de 

20 de păsări SPF în vârstă de 2 luni, ce au 
fost vaccinate intramuscular cu vaccin 
Avisalmvac, 0,5 ml/pasăre.  

Pentru compararea rezultatelor, s-a 
constituit şi un lot martor de 10 păsări 
nevaccinate.  

Au fost prelevate probe de ser de la 
ambele loturi înainte de vaccinare (moment 
0), şi la 2 şi 3 săptămâni post-vaccinare. 

La 3 săptămâni de la vaccinare, s-a 
realizat infecţia de control: 10 din păsările 
vaccinate au fost inoculate cu S. enteritidis, 
tulpina 13a, iar celelalte 10 păsări au fost 
inoculate cu S. typhimurium, tulpina 504. 

În paralel, au fost constituite două loturi 
martor a câte 5 păsări nevaccinate, ce au 
fost inoculate în mod similar cu S. 
enteritidis, tulpina 13a, respectiv S. 
typhimurium, tulpina 504.  

Au fost prelevate probe de ser de la 
cele 4 loturi la 7 zile post - infecţie de 
control. 

Au fost realizate examene serologice 
ce au vizat detecţia anticorpilor anti S. 
enteritidis şi S. typhimurium, utilizându-se 
truse comerciale ELISA varianta indirectă 
(ELISalmonella E şi ELISalmonella T, SN 
Institutul Pasteur) [9]. 

Nivelul anticorpilor specifici s-a estimat 
în raport cu serurile de referinţă livrate în 
fiecare trusă. 

Interpretarea rezultatelor s-a realizat cu 
ajutorul software-ului UNIVET care a 
permis calcularea procentului de 
pozitivitate (S/P), a unităţilor ELISA (UE) şi 
a titrului pentru fiecare probă în parte, 
precum şi calcularea titrului mediu/efectiv. 

Conform instrucţiunilor de utilizare a 
truselor, valoarea de pozitivare a titrului a 
fost 400, un titru mai mic de 400 indicând 
un rezultat negativ. 
 

Examenele histopatologice 
 

S-au efectuat examene microscopice 
ale muşchiului scheletic, pielii şi splinei de la 
păsări vaccinate cu vaccin uleios 
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Avisalmvac şi sacrificate la 18 zile post-
vaccinare.  

S-au prelevat fragmente de muşchi 
scheletic (muşchiul pectoral, muşchiul 
gambei şi muşchiul cervical dorsal) şi piele 
de la locul de inoculare şi splină, 
examinându-se 50 de preparate histologice.  

Fixarea preparatelor s-a făcut în 
formaldehidă neutră 10%, incluzia în 
parafină, secţionarea la 5µm, iar colorarea 
secţiunilor prin metoda tricromică Masson 
(HEA). 
 

Examenele de citotoxicitate 
 

Au fost efectuate trei tipuri de teste de 
citotoxicitate, realizate pe placi cu 96 de 
godeuri (unul in momentul pasarii celulelor 
Vero si doua prin inoculare pe monostratul 
celular de 24 de ore, iar la unul dintre 
acestea din urma a fost aplicat testul 
colorimetric MTT). In testul realizat la 
momentul pasarii celulelor (11700 celule / 
50µl / godeu), vaccinul a fost pus in contact 
in dilutiile 3/4, 1/2, 1/4 si 1/8; adjuvantul 
uleios (Drakeol), in amestec conform 
proportiilor din vaccin cu celelalte 
componente cu rol adjuvant (Tween 20 - 
5% si Span 80–3%), a fost pus in contact in 
dilutiile 1/1, 1/2, 1/4 si 1/8.  

In testul realizat pe monostratul celular 
constituit (la 24 de ore de la pasăre), 
vaccinul si amestecul adjuvant au fost puse 
in cantitate de 150 µl / godeu din dilutiile 
mentionate mai sus, in locul mediului pentru 
culturi celulare.  

Testul MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolum bromide). Descris 
prima data in 1983 de către Mosamann este 
un test care analizează metabolismul celular 
și care se bazeaza pe capacitatea 
dehidrogenazelor mitocondriale din celulele 
viabile de a cliva inelele de tetrazolum din 
MTT (galben) si de a forma cristale de 
formazan (albastru inchis) care sunt 
impermeabile pentru membrana celulară si 
astfel se vor acumula in interiorul celulelor 
sanatoase. 

Solubilizarea celulelor prin aditia unui 
detergent determina eliberarea cristalelor 
care apoi sunt la randul lor solubilizate intr-o 
solutie colorata. Culoarea poate fi apoi 
cuantificata prin utilizarea unui test 
colorimetric, iar rezultatele pot fi citite 
spectrofotometric la un cititor ELISA [3,5]. 

Testul de citotoxicitate bazat pe 
aprecierea activitatii dehidrogenazelor prin 
test colorimetric (avand ca substrat MTT, 
sarea de tetrazolium) s-a realizat pe plăci cu 
96 de godeuri cu monostrat celular Vero 
care s-au inoculat cu cate 200µl/godeu din 
amestecuri in proportii egale de mediu MEM 
și prediluții din produsele de testat, în așa 
fel ca diluțiile finale de vaccin sau 
componente vaccinale să fie de 1/10, 1/100, 
1/1000 și respectiv 1/2000 [1,4]. 

Eventualele efecte citopatice au fost 
urmărite la microscopul ranversat iar cele 
metabolice au fost apreciate la 6 zile prin 
testul MTT: s-au indepartat 100 µl de 
supernantant, s-au adaugat 10 µl solutie 
MTT (5mg/ml PBS), apoi placile au fost 
incubate 1h la 37oC, in atmosfera cu 5% 
CO2; reactia a fost stopata cu 100 µl din 
amestecul de  izopropanol/acid clorhidric 
(14:1), cu agitare timp de 30' la RToC. 

Citirea valorilor de absorbanta a fost 
realizată la lungimea de unde de 540 nm.  

Rezultatele obtinute au fost interpretate 
prin diferenta de absorbanta intre probele 
testate si martorul celular, prin aplicarea 
formulei: 

                    
 

sau a formulei 
 
 

(Zhu 2005), 

iar analiza statistica a fost efectuata prin 
testul Anova (MS Excel). 
 

REZULTATE �I DISCUŢII 
 

În laboratoarele SN Institutul Pasteur a 
fost dezvoltat vaccinul AVISALMVAC contra 
salmonelozelor aviare, un produs biologic ce 
conţine bacterina S. enteritidis şi S. 
typhimurium, cu adjuvant uleios.  

În vederea evaluării stabilităţii şi toxicităţii 
acestui vaccin, au fost realizate experimente 
pe păsări SPF ce au fost inoculate cu o şarjă 
de vaccin aflată la sfârşitul perioadei de 
valabilitate, stocată în condiţiile indicate de 
producător (2-8°C). 

 

Evaluarea stabilităţii 
 

Analiza serologică 
Au fost analizate probe de ser recoltate 

de la păsări SPF ce au fost vaccinate cu 

 

% C = (1 – S/P) x100 
 

 % C = (1 - [(OD efector + tinta) - OD efector] / 
OD tinta)] x 100 
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Avisalmvac, în paralel cu un lot martor de 
păsări nevaccinate, în vederea detectării 
anticorpilor specifici S. enteritidis şi S. 
typhimurium.  
Au fost determinate titrul de anticorpi pentru 
fiecare probă testată şi titrul mediu / lot. 
Distribuţia în dinamică a titrurilor medii ale 
anticorpilor specifici S. enteritidis şi S. 
typhimurium este redată în figura 1.  

Analizând figura 1, se poate observa că 
înainte de vaccinare, pentru ambele loturi 
de păsări testate nu s-au detectat anticorpi 
anti S. enteritidis şi S. typhimurium, probele 
fiind deci negative.  

Păsările din lotul martor au rămăs 
negative pe toată perioada testărilor.  
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Fig. 1. Dinamica răspunsului imun umoral pentru 
S. enteritidis şi S. typhimurium 

 

ELISA (ELISalmonella E şi ELISalmonella T). M – titru anticorpi pentru lotul 
martor păsări nevaccinate; SE – titru anticorpi anti S. 
enteritidis şi ST – titru anticorpi anti S. typhimurium pentru 
lotul de păsări vaccinat cu Avisalmvac 

 
În schimb, pentru lotul de păsări 

vaccinate cu vaccin Avisalmvac, atât la 2 
cât şi la 3 săptămâni post-vaccinare, s-au 
detectat nivele semnificative de anticorpi 
specifici S. enteritidis şi S. typhimurium, un 
titru mai ridicat înregistrându-se pentru S. 
enteritidis. Valorile titrurilor înregistrate 
demonstrează capacitatea vaccinului 
Avisalmvac (utilizat la un an de la fabricare) 
de a induce sinteza anticorpilor specifici şi 
deci, în acest mod, este dovedită stabilitatea 
preparatului.  

În urma infecţiei de control realizată la 3 
săptămâni post–vaccinare, au fost analizate 
seruri provenind de la 2 loturi de păsări 
vaccinate cu Avisalmvac şi inoculate cu S. 
enteritidis tulpina 13a şi respectiv S. 
typhimurium tulpina 504, în paralel cu 2 
loturi de păsări nevaccinate, dar  
care au fost inoculate cu tulpinile de control.  

Toate loturile au fost testate atât pentru 
detecţia anticorpilor anti S. enteritidis cât şi 
a celor anti S. typhimurium (figura 2). 
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Fig. 2. Rezultatele examenelor serologice  
Realizate la 7 zile post - infecţie de control 

 

După cum se remarcă în figura de mai 
sus, pentru loturile martor de păsări 
nevaccinate care au primit doar infecţia de 
control s-au înregistrat nivele scăzute de 
anticorpi, plasate totuşi în zona de 
pozitivare. Păsările vaccinate şi inoculate cu 
tulpinile de control au prezentat titruri de 
anticorpi similare cu cele înregistrate la 2 şi 
3 săptămâni post-vaccinare.  

 

Analiza histopatologică 
Au fost sacrificate păsări la 18 zile post-

vaccinare şi s-au realizat examene 
histopatologice pe probe prelevate de la 
locul de vaccinare (muşchi scheletic și piele) 
şi splină. 

Muşchiul a relevat la toate cazurile 
examinate un aspect normal manifestat prin 
intensă bazofilie a miofibrilelor, cu prezenţa 
striaţiunilor transversale şi longitudinale 
(figurile 3, 4 şi 5).  

De asemenea, pielea nu a prezentat 
modificări microscopice. 
 

 
 

Fig. 3. Muschi pectoral ( zona de inoculare) 
Miofibrile de aspect normal evidentiind prezenta striatiunilor. 
Coloratia tricromica (HEA)×450. Microscop Axiostar Plus, Zeiss. Foto Canon 

Power Shot G3. 

 

În muşchi, la păsările inoculate cu 
vaccin uleios Avisalmvac, nu s-au constatat 
după 18 zile de la vacinare leziuni la locul 
de inoculare (muşchii pectorali, muşchii 
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gambei, muşchii cervicali dorsali şi piele) 
comparativ cu cazurile de la lotul martor.  

 

 
 

Fig. 4. Muschi gamba (zona de inoculare) 
Miofibrile bazofile cu prezenta striatiunilor care relevă aspectul 
normal. Coloratia tricromica (HEA) × 450. Microscop Axiostar Plus Zeiss. 

Foto Canon Power Shot G3. 

 

 
 

Fig. 5. Muschi cervical dorsal ( zona de inoculare)  
Miofibrile de aspect normal. Coloratia tricromica (HEA) × 
450. Microscop Axiostar Plus Zeiss. Foto Canon Power Shot G3. 

 

La o pasăre vaccinată splina a relevat 
aspecte lezionale caracterizate prin: splenită 
granulomatoasă ca o consecinţă posibilă a 
unei infecţii colibacilare (coligranulomatoză).  

Aspectele lezionale întâlnite in splină nu 
au fost influenţate de vaccinarea 
antisalmonelică.  
 

 
 

Fig. 6. Imagine splină.  
Granulom infectios prezentand celule epitelioide cu cazeificare 
centrala si hiperplazie cu limfoblaste. Coloratie tricromica 
(HEA) × 450. Microscop Axiostar Plus Zeiss. Foto  Canon Shot Power G3. 

 

 
 

Fig. 7. Imagine splina. 
Inflamatie granulomatoasa cu cazeificare centrala si intensa 
proliferare cu celule epitelioide; hiperemie si intensa reactie 
cu limfoblaste. Coloratie tricromica ( HEA) × 450. Microscop 

Axiostar Plus Zeiss. Foto Canon Power Shot G3. 

În splină la un singur caz s-a constatat o 
intensă hiperplazie cu limfoblaste şi 
numeroase focare necrotice cu proliferarea 
de celule epitelioido gigante (figurile 6 şi 7). 
 
 

Evaluarea toxicităţii 
In testele de evaluare a citotoxicitatii prin 

punerea in contact a vaccinului / 
componentelor vaccinale cu suspensia 
celulara Vero la examenul microscopic 
(figura 9), s-au constatat intarzieri in 
dezvoltarea monostratului: la 24 de ore 
post-contact fiind inregistrata prezenta de 
celule mari rotunde refringente inconjurate 
de picaturi mici de ulei, iar la dilutia 1/8 de 
Drakeol aparitia de celule moarte; apoi insa 
monostratul s-a dezvoltat normal si nu au 
mai fost inregistrate alte efecte citopatice. 

 

 
 

Fig. 9. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe substrat celular Vero: aspect 
microscopic la doua ore dupa contactul dintre produs Foto Canon 

Power Shot G3.si suspensia celulara. 
 

In testele de citotoxicitate prin punerea 
in contact a vaccinului / componentelor 
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vaccinale cu monostratul celular Vero deja 
constituit, la examenul microscopic (figura 
10) nu au fost inregistrate efecte citopatice 
vizibile, la nici una dintre dilutii sau 
componente vaccinale. 

 

 
 

Fig. 10. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe monostrat celular Vero: aspect 
microscopic la doua ore dupa inocularea produsului. Foto Canon 

Power Shot G3. 
 

In testul de evaluare a metabolismului 
celular cu MTT (figura 11), practicat la 6 zile 
de la inocularea produsului / componentelor 
vaccinale pe monostratul celular Vero deja 
constituit, s-au obtinut rezultatele ilustrate in 
figurile 12 – 14.  

 

 
 

Fig. 11. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe monostrat celular Vero: evaluarea 
activitatii dehidrogenazelor celulare prin testul MTT la 6 zile 
de la inoculare. Foto Canon Power Shot G3. 

 

S-a constatat ca vaccinul integral in 
primele dilutii, ca si prima dilutie de adjuvant 
uleios, au indus o crestere a activitatii 
dehidrogenazice.  

In schimb, dintre celelalte componente 
vaccinale, tween-ul a fost cel care a indus la 
primele dilutii efecte inhibitorii asupra 
activitatii dehidrogenazelor.  

In analiza statistica a rezultatelor 
obtinute, efectuata prin Anova/testul t, la 
comparatia dintre vaccin si adjuvant, 
valoarea P a fost 0.0019, înalt semnificativa; 
la comparatia dintre vaccin si martorul 
celular, valoarea P a fost 0,0113, 
semnificativa; la comparatia dintre Tween si 
martorul celular, valoarea P a fost 0,4379, 
fara semnificatie statistica. 
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Fig. 12. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe monostrat celular Vero. Evaluarea 
activitatii dehidrogenazelor celulare prin testul MTT la 6 zile 
de la inoculare. Rezultate exprimate prin diferenta de 
absorbanta dintre probele testate si  martorul celular. 
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Fig. 13. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe monostrat celular Vero: evaluarea 
activitatii dehidrogenazelor celulare prin testul MTT la 6 zile 
de la inoculare. Rezultate exprimate conform formulei %C=1 
– S / P x 100. 
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Fig. 14. Avisalmvac 
Test de citotoxicitate pe monostrat celular Vero. Evaluarea 
activitatii dehidrogenazelor celulare prin testul MTT la 6 zile 
de la inoculare. Rezultate exprimate conform formulei Zhu 
2005. 
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CONCLUZII 
 

1. Produsul vaccinal Avisalmvac aflat la 
sfarsitul perioadei de valabilitate si-a pastrat 
caracteristicile imunogene  
2. Examenele histopatologice nu au relevat 
niciun aspect lezional asociat vaccinarii cu 
acest produs 
3. Testele de citotoxicitate au evidentiat 
capacitatea vaccinului si a adjuvantului 
uleios de a stimula metabolismul celular, si 
un oarecare grad de toxicitate / inhibitie a 
metabolismului dehidrogenazic asociat 
unuia dintre emulgatori, dar la dilutii mai 
mari decat cele folosite in formula vaccinala.  
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