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-Barqrnrra npoTrtB
nitis I]tccJIeAoBaHI4g 6e:npeA-

HocTrI II |{MMyHoTeHIIocTIl AJIfl rxepe6rrr,rx xo6r,rn.

Onrpaacs rrra a,TTelllorlpoBarrHlrrł IIITaMM RAC-H eil-pyca rhin,oprleurrlolnit,is eql,r,o,rum, paspadoraJII/I BaK-
II]4Hy npoT]4B B pycHblx a6oplor ro6srł. Crenerrl ar-
TeHlo]4poBaHilfi IIITaMMa lccJIeAoBaJIrI ua cwpuitct<vlx
xoM.fll<ax, a 3aTeM IIa 12 >Kepe6gltx xo6srnox, 4 ws
KoTopblx TI0JIy'{1III'I AByxKpaTHo BHyTpT4MBTlueqHo He-
nuoĘułlttzowaHnylo BaKI{lHy, a B r<o6lrr - JIizIobyIJIvI-
sosauIłsrż npe[apaT. BaxqrHa oKa3aJlacb fusepe4Hoż
AJIfi >KepeoHblx Ito6bIJI, Brpyc He nepeHoc]4JlcE c BaK-
I{]4HI,fpoBaHrIbIx Ha HeBaKI_I]4HMpoBaHHBlx noura4eŻ. B,ce
BaKI{T4urfpoBarrur,re ro6srlbI cpearilponarlr o6pasoea-
H]4eM ceporłeźrpałil3rłpyrcil]rx rrpoTlłBoTeJI, np]4qeM
gTrt rlpoTr4BoTerla AocTr{raJIJ4 3Haqr{TeJIbHo BI)IcrlIeIo
ypoBHE 14 yAeprKlBaJllcb AoJIbIxe y xo6sIn, I4MMyHI4-
3rlpoLBaIłHEIX He.nro@znrłsoBaHHoż BaKIIMHoż. EoJI,ee
c la 6yro fi MMyHor eH Ho clb rlwo {lyI JIv.I3oBa rr Floilo npenapa -
Ta cTapaJlŁcb BBIficHr{TE, ,{ccJlegyfi o6e Sopruu BaKI{r{-
HbT B gJTeKTporrHoż Iiłrłxpo,cxon.

Woyciechowska S,, Kita J., I'Iymus T,, Górski J., Mi-
chalak T., Chmielewska A. _ Yaccine against rhino-
pneumonitis equorum-apraisal of harmlessness
and immunogenicity for mares in foals.
'The vaccine based on the viral strain RAC-FI ol

rhi,nopneumornitis equorum has been elaborated. The
degree of attenuation of the strain was assessed on
hamsters and therr o,n 12 mares in fo,als: fou,r animals
wele given the vaccline twice intramuscularly and
eight horses received the same vaccine in the form
of lyophilized pnepa,ratiori. The vacc,ine proved to be
harmless fo,r ma,res in f,oals. The virus was not trans-
mitted from vaccinated to u,nvaccinated horses. A11
the mares vaccinated respond,ed produc,ing seroneu-
tralizing antibodlies, however the levels of antibodies
were highe,r in a,nimals vaccinated with the noł1-1yo-
philized vacci,ne. The authors tried to explain this
fact examining the both preparations under an elec-
tron microscope.

JANINA OYRZANOWSKA_POPLEWSKA, JF-RZY KITA, JAN PRANDOTA

Oceno włościwości biologicznych kroiowych szczepów
wiruso lBR z ukierunkowoniem wykorzysloniq ich

w pro{lloklyce swoisłei
Z Instytutu chotób zakażnych 1 Inwazyjnych Wydziatu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

pach.
Etap pierwszy obejmował próby atenuacji

krajowych szczeplóiw wirusa IBR do hodowli
komórek nerki zarodka bydła (HKNZB) oraz
adaptacji do heter.ologicznej hodowli komórek

i"?1f*o,3:f:-; go Kry-

izolowanych szc 
"'#.'J.::Wymogów p czas

p,ojawiania s oraz
wysokość mi da1-
szych badań iału,
ze szcze|pem, który najlintensywniej replikował
się w HKNZB wykonano selekcję klorralną me-
todą łysinek,

Jedną z cech b,iołogicznych, charakteryzują-
cych mutanty niepatogenne jest oporność na
inakty.wację Dithiothreitolem. Związki mńędzy
opornością na redukcję DTT a właśr:iwościami
apatogennymi niektórych mutantów wirusów
wykazali między er i wsp. (2) dla
wirusa choroby Carner i wsp.
(1) dla Porulru Paramyrowżrus

Hare (3) dla Papauaużrus polyoma, a Klirrge-
born i Dinte,r (5) dla wirusa zakaźnego ronie-
nia klaczy,

nych iszczepów wirusa. oraz stolpień wrazliwoŚ-
ci w stosunku d,o na,turalnie wrazliwego gospo-
datza. Znaj,dują one również ptaktyczne z,asto-
sowanie przy oprac,owaniu szczepionek żywych
opartych na genetycznie jednorodnym materia-
le, W dostgpnym piśmierrnictwie nie znaleźl,iś-
my badań dotyczących wpływu DTT na wirus
zakaźnego zapalenia jamy nosowej i tchawicy
bydła (IBR).

StopLień atenuacji żn użuo oraz ocenę właści-
wości an w
wyników go
B-lB4 wy 10

Materiał i metody
Do badań użyto:

- terenowe szczepy B-2I, I3-IB4 i B-104B oznac7,one
wylzo-
nione z
zapale_
Iaty 2L,
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1B4 i 1048 spra,uvdzone uprzednlo na obecność wirusa
IBR,

- standardowy szczep szczepionkowy otrzymany od
dr Bartha z Centralnego Instytutu 'Weterynarii w Bu-
dapeszcie, stanowielcy szczep odniesienia,

- subkulturę ltomórek nerki zarodka bydła
(HKNZB) oritz pierlvotną hodowlę ko,mórek nerki
królika (HKNK). Prolvadzono je według 6$ólnie 1_1rzy-jętych zasad, stosując jako płyn r,vzrostowy płyn
Harrksa z dodatk.em hydrołizatu laktoalbuminy, 107tl
surowicy cielęcej oraz antyblotyków. Płyn utrzymu-jilcy składał się w rórvnej objętości z płynu Hanksa
i Parkera +),

- Dithiothreitol (DTT) produkcji Calbiochem, Los
Angeles, Cali-fornia.

Klonowanie szczepv B-lB4 wykonano w sposób rra-
stępujący. Jednorł,arstrł,olł,ą HKNZB do metody łysi-
rrek przygotowyv!/ano w butelkach Legroux. Po uzy-
sl<aniu 1009ó pokrycia dna butellri warstwą komórek
płyn rvzrostowy zlewano, komórki l)Izemywano dwu-
krotn;e PBS i zakażano szczepem wirusa IBR. Na-
stępnie inkuborvano przez l h rv temperatlrze 37oC,
przemywano PBS, pokryrvano warstwą odżywczą aga-
ru i inkubolvano w temperaturze 37oC. Po uzyskaniu
lv hodorv}i kontrolnej efektu cytopatycznego warstwę
agaru odżywczego pokrywano warstwą agaru barwią-
cego. Po zakrzepnięciu agaru butelki na 24 h wsta-
wiano do termostatu (temp. 37oC). Po tym okresie na
tle różowo zabarwionej warstwy tkanki ukazywały się
jasne, okrągłe pola - łysinki. Dla uzyskania jedno-
1itego genetycznie materiału ,,łys,inkę" wycinarlo wraz
z agatem i przenoszono z butelki do probówki wi-
rówkowej zawierającej 1 mI PBS, wstrząsano przez
5 min. i rvirorvano ptzez 75 min. przy 1000 obr./min.
Płynem znad osadu lv iiości 0,5 mI zakaż:ano jedną
butelkę Legroux z hodowlą HKNZB, a po uzyskaniu
efektu cytop o-
nego rvirusa. a-
teriał do da ąc
klorrorvany szczep ,wirusa w butelkaah Roux. Po vzy,
skan]u 800ió efektu cytopatycznego wirus schładzano,
zamrażano w temperaturze suchego lodu z alkoholem
i rozmrażano. Pł5,rr wirowano pt,zez 20 min. przy 3000
obr./min., z]ewano do ampułek i przechowywano w
Suchym lodzie.

Maksymalny zbiór wirusa w zależności od okresu ltvc.
inkubacji prowadzono w odstępach LB, 24, 36, 42 i 60
godzin po zakażeniu. Namnożony wirus w poszczegó]-
nych przedziałach czaso,"vych mianowano metodą ko-
lejnych rozciel'lczeń. Miano TCIDso obliczano metodą
KArber:,a.

Odczyn seroneutralizac ji ,"vykonano metodą alfa.
m,ieszając stałą objętość surowicy w rozcieńczeniu 1:4
i dziesięciokrotne rozcieńczenia wirusa.

Inaktywację szczepu B-lB4 na poziomie B i 43 pa-
sażu rv hodowli HKNZB przy użyciu DTT o stężeniu
0,001 M i 0,002 M i pH ?,B w temp. 37oC przel:ro,1va-
dzono w sposób nasl"ępujący.

W dniu wykonania próby sporządzano jak wyżej
wymienione koricowe stężenia roztrvoru DTT rv 0,1 M
buforze Tlisu. Przygotourane roztwory mieszano vl
rólvnych objętościach z wirusem 8-184 (pasaż B i 43)
o miarrie 105,5 TCID56, Kinetykę inaktywacji okreś]ano
po 15, 30, 45 i 60 m:nutach po ekspozycji DTT. Po-
brane rrr:ieszaniny rvirusa w wyżej podanych odstę-
pach czasowych po inkubacji w temperaturze 37oC
slysietvano na HKNZB stosując lO-krotne rozcieńcze- Rvc,nia zawiesin, Każdym rozcieńczeniem zakażano 5 pro-
bórvek. Po 5 dniach inkubacji miano wirusa TCID;o
obl:czano metoda KArbera,

Doświadczenia na cielętach miały na celu ocenę
stopnia atenuacji i nieszkodliwości oraz lvłaściwości
antygenowych szczepu 8-184 na poziornie 43 pasażu
przy użycil,t róźnych dróg wprowadzenia. Badania
przeprorvadzono na cielętach w rvieku 10 tygodni,
rvolnych od przeciwciał, Dwukrotne szczepienie cieląt

w odstępach 3-tygodnio."vych wykonano w 3 grupach
doślv.iadczalnych.

Pierrvsze grupa otrzyrnała zawiesinę szczepu B-lB4
ciwukrotnie do,nosowo w ilości 1 mi do każdego otwo-
ru nosowego. Druga grupa otrzymała 2 ml donosowo
i 5 mln podskórnie. Trzec,ia grupa - 5 mI dwukrotni,:
podskórnie. Miano wirusa wynosiło 10r,; TCIDso/l ml.
Równocześnie identyczny układ doślviadczelr wyko-
nano Ze szczepem węgierskim o miirnie 105,5 TCIDslr/l
lni. stanowił on szczep odniesienia.

Wyniki i o,mówd,enlie
Wszystkie badane szczepy wirusa IBR wyka-

zywaly zmiany cytopatyczne \M HKNZB po
48 h, a po 72 h uzyskiwano B00/o efektu cyto-
paty,cznego, Spośród badanych szczepow w to-
ku k,olejn;,ch pasazy najsilniej replikował się
szczep 8-184. Wyniki p,rzedstawia ryc. 1, Naj-
wyższe miano wirusa B-lB4 uzyskuje się w
HKNZB po 36-42 h jego namnazania, po za-
stosowaniu dawki infekcyinej 105 TCID"1.
Wyniki przedstawia ryc. 2.

5l0t52025u
ticzba pąsąż9l

1. Miarro TCID;o badanych szczepórv terenolvych
rv zależrrości od liczby paŚaży

lo,6

lo-3
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2, Miano TCID56 wirusa
ności od czasu

42 60
czas ćn*uóacli [n)

IBRB-l8{/PL l,v zależ.-
inkubac ji

*) Płyny do hodowli komórek pochodzily
Wic i SZcZPpjUnCk w Lublini(',
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Szczep B-lB4 na podłozu heterologicznym
(nerka królika) w pierwszych pasażach wykazał
spadek miana o 2 1og w stosunku do miana
wyjśctiowego. Stopn,iowy wzrost miana w toku
proĄMadzony,ch pasazy oraz obserwowane na-
silenie się zrnian cytopatycz,nych jak i destruk-
cja po 48 h od zakażetia, wskazują na zdoi-z Wytwórni suro-
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ność ada,ptacji szczepu B-l84 do podłoża
heterol,ogicznego i mozl,iwość wykorrzystania
nietypowego gospodarza do badań nad profi-
laktyką bydła dla omawianego wirusa (ryc. 3).

l5to1520
liczóa pasażg

ł/iano ugjściołe 7C/D59 n HKllk - /O-Ę3

Ryc. 3, Miano TClDuo .r.r"'o,, B-1B4/PL w HKNK
zależności od liczby pasaży

Wyniki telstów dla mar,kera DTT wykazały,
że pasaż 43 szczepu 1B4 był bardziej oporny
na redukcję miiana po zadziałaniu DTT niż pa-
saż B. Inaktywacja przebiegała szybciej Wzy
stężeniu 0,002 M DTT. Różnica między mlianem
wyjściowym 105,5 TCID'6 po 60-minutowej
ekspozycji DTT 0,001 M dla pasażu B wynosiła
2 1og, a dla pasazu 43 - 0,3 1og. Pod wpływem
działania DTT o stęze,niu 0,002 M i czasu eks-
pozycji jak wyżej - różrrice wynosiły dla pa-
sazu 8 - 2,7 log, a dla pasażu 43 - 0,7 1og.

\ p/p

: DrT-aoolH
60

czds(mio.)

DTT - a0o2 H

Wyniki testów dla markera DTT

Wyniki testów dla markera DTT w poszczegó1-
nych okresach czasowych przedstawia tyc, 4.

Według Gai,nera i wsp. (2) efel<t działarlia
DTT wido.czny w m,ikroskopie elektroq]owym
polega na tozerwaniu płaszcza virionu prawdo-

podobnie spowodowanym rozerwaniem S-S
wlązan w cystynie.

Stop[eń atenuacj,i i rnieszkod]iwości oraz właś-
ciwości antygełrrowe ,sz,czepu 1B4 na poziornie
43- pasazu określorno dynamiką powstawartia
i utrzymywania się prze,ciwciał u szczepionych
cieląt. Wyniki ilu,struje ryc. 5. Z ryciny wy,ni-

0369b
arI T lrgódże
I s2cz.Pie"is tr

- . #a #ffi""' (i::'.1ł li 17"113i) rg,,,",t,łt

"':Ź8 '"ł, [glqdć|eląl
sr.t?p 5ą, ną,@ L,e,ąt

Średnie miana przeciwciał dla wirusa IBR
rv suro,,"vicy krwi cieląt w - 1og

6
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Ryc. 4.

Ryc. 5

ka, że w 2I dnli po pierwszym szcze,pieniu
stwierdzono najnizsze wartości miana, W 3 ty-
godlnie po drugim szcze,pienii.r wartości wydat-
nie wzrastały, uzyskując średnie miana o,d

-1og 1,48 do -\og 2,52. Najwyższe średnie
war.tości miana obserwowan,o w 42 dn-i po dru-
gim szczepieniu i wynosily one o,d o,g 2,06
do 

-1og 
2,94. W końcowym okresie obserwacji,

w 91 dni po rewakcynacji, pozirom przeciwciał
obrniżył się i zamykał w granicach od 

-1og 
0,34

do og 0,B0. Niskie wartości rnian w 21 d,ni
po pierwszym szczepieniu (-1og 0,01 do

-1og 1,05) zrrrajdują potwierdzenie w pr,acach
Shippera i Kellinga (6), ktorzy po jednorazo-
wyrrl szczepieniu jedynie u 200il szczepionych
szczepionkarni atenuowanyrni cieląt stwierdzili
obecność prz,eciwciał odpornościowych dla wi-
rusa IBR.

Z por ownań poziomtr przeciwciał serolrreutra-
lizujących w użytycTl układach doświadczal-
nych najwyższe war,tości uzyskano po zastoso-
waniu szczepień donosowych i rewakcynacji
pcdskornej. Równolegle wykonane próby po-
równania poziomu przeciwoiał po szczepierniu
szczepem b,adarryrn i szczepem odniesienia nie
wykazywały zasadniczy,ch różnic.

W wyniku szczepień u cieląt nie obserwowa-
no reakcji poszczepienny,ch.

piśmiennictwo

7. carDer D,, seto D.: J. virol. 2, 1842, 1968.
2. Gainer J,, Long J,, HżIL P,, capss J.i virology 45,91, 1971.
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Oż>xaIroscrag-flonłegcxaa .fl., Kura E., IIpaHAoTa .fl.

- 
Oqerłxa 6rto;rorlr.recxrłx cgoftcrr oTeqecTBeIIHbIx

ruTaMMoB Bllpyca IBR c yl(a3alrrłeM rranparlerrrłfi
r4cIIoJIB3oBaHIĄg, ux r cneqlrSrłvecxofr npo$rlJlaKTilKe.

Cpe4r nsonrpoBaHHF,lx IIITaMMoB Brlpyca IBR nr,r-
6panu urtałrlr, rrau6onee cooTBeTcTByIorqrż rpe6oea-
III4gM cIIeIł]iI@lrvecroń rIpoÓ]4fiaKTilr<rł. lLIramlł, o6o:-
naqenusIż crILBoJIoM 1B4, no4se,prJl]4 KJIoHaJIbIIoń ce-
łIeK\vlu, a TaK>Ke aTTeHIolpoBaHuIo K HKNZB u aąa-
D"Ia\r7u x HKNK.

ITocpe4crserrHo ol]eHKy cTeIIenr{ aTTeHlo],lpoBaHrIfl
luTaMMa npoBeI]4, IIprMeHeHffg MapKep Dithiothreibol
(DTT) c KoHI{eHTpaI]rleż 0,001 M r 0,002 M s 6yóepe
Tris. Ilepro4 gr'cIlo3lĄ:qr.zlł DTT cocragJlaJl 15, 30, 45
u 60 llrug.

Pasltxrla Me)KAy ,1cxoAllLIM Tr{TpoM 105,5 TCID56 z
IIocJIe gKcnozlłąult 60-1łtwuyrnoż DTT (0,001 M) lng
nacca)Ka 8 cocraengna - 2 lol., a AJIfi naccarxa 43 -0,3 .rror. IIog alvtauueM x<e aeitcrema DTT c Ko,IlqeltT-
paqreŻ 0,002 M ,{ BpeMeHrt 3Kcno3,1,7\uu, KaK BBIule,
3TrI pa3HI4I{bI cocTaEJlgJI]4 AJIn llaccarKa B - 2,7 łtot,
a AJI.H [accax<a 43 - 0,7 łor.

Creneus aTTerlrc],lpoBanma lr 6esepeAuocTl, a TaKx<e
d,IITJ4re IIT]BI€ ceożcTBa IIITaMMa oI]ell]4BaJIr{ s 6]aofio-

rn.łecr<oż npo6e rra TeJIaTax. ITanssrcru]4e cpeAr{,I{e
3llattellr,rfl rrrpa ,tta6nrcAaJll,l qepe3 .ąHeż noc;te uropot)ł
L}aKIłllłaLIlłrI ]4 cocaBJlfiJlrt olIr oT 

- 
2,06 JroI Ao -2,Q4 nor.

Ilamsbrcune 3LlatleIllrl TŁTpoB fiolry|lrĄJln IIocIe
BHyTp]4IIocoBoń ]BaKqr{HaI\Vr{ v flol\:Ko>xLtoŻ penaxqvr-
lraqr{l.

Oyrza,nowska-Poplewska J., Kita J., Prandota J. -Appraisal of biological properties of native strains oI
IBR§ virus.

Out of IBRS strai,ns isolated in Poland the virus
desiglrated as number 1B4 was cloned and attenuated
throgh cell cultures passages and adapted to HKNK
cell culture. The degree of attenuation was assessed
using DTT marker (Dithiothreitol) at the co,ncentra-
tion of 0.001M and 0.002M in a 0.1M Tris solution.
The time of exp,osu,re was 15, 30, 45 and 60 minutes.
The difference in titers before exposure (105 5 TCIDsrl)
a,nd after the action of DTT fo,r 60 mi,n (0.001M) was
for the Bth passage - 2 1og a,nd for the 43rd passage

- 0.3 log. In case of DTT used at the cołrcentrattion
of 0.002M the data were 2.7 1og and - 0.7 1og,
respectively. The degree of attenuation and harmless-
ness and antigenic properties were examine,d on cal-
ves. The highest mean values of titers were observed
after 40 days since the second injectio,n and they were
from 2.06 to 2.94 1og. The highest titers were noticed
afte,r intranasal injections and then after subcuta-
neous revaccination.

MARIAN BINEK, MAREK NIEMIAŁTOWSKI, ZBIGNIEW SZYNKIEWICZ,
DANUTA KLIMUSZKO, TADEUSZ JAKUBOWSKI

procent wyników pozytywnych w pfzypadku
szczepow izolowanych od świń, Szczepy Esche-
richża colż izo],owane od świń wytwarza:ą z Ie-
guły toksyny LT i ST, rzadko natomiast samą
toksynę ST.

Ce]em pracy był,o:
1. zaadaptowanie w warunkach krajowych

metod oz\aczarD,a enterotoksyn wytwarza-
łly,ch pyzez szczepy Escherżchia coli izolo-
wane od świń,

2. po,równanie przydatności metody ILT i
ozĄaczania efektu cytotoksycznego w ko-
komórkach cHo do określenia enterotok-
sy,cznoś,ci szczepów Escherżchża colż.

Przedstawione wyniki stanowią kontynuację
badań podjętych w Instytucie w 1978 r. (15),

Materiał i metody
Przygotowanie hodowli Escherl,chża colż. Do badań

użyto 20 szczepów Escherźchźa coli, w tym 6 szcze-
pów standardowych i 14 izolowanych z przypadków
kolibakteriozy świń.

Do oznaczania enterotoksyn metodą pętli jelito-
wych używano 18-godzinną, żywą kulturę Escherichia
colź inkubowaną w 37oC w bulionie wzbogaconym.
W celu uzyskania enterotoksyny ST szczepy Escll,e-
ri,chia coli hodowano w podłożu TSB z dodatkiem
glukozy w ciągu 78 Eodz. w 37oC. Skład podłoża TSB
(pH 7,4): 15 g tryptone Difco,5 g soytone Difco, 1g
wyciągu drożdżowego Difco, 5 g chlorku sodu i woda
destylowana do 1000 m1. Następnie kulturę bakte-
ryjną inaktywowano ptzez ogrzewanie w łaźni wod-
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Badania Smitha i Halls (14) w|kazały, że
kontro]owane przez plazmrid Ent wytwarzanie
entero|oksyn wpływa w zrraczrrym stopniu na
cho. obotwórczość dla prosiąt sz,czepów Esche-
rżchta colż (5, 12, 13). Obecność czynników ko-
Ionizujących, na przykład KBB (9), p,ołączona z
wytwalzaniem enterotoksyn powoduje, że
szczepy Escherżchża colż posiadające te cechy
są najczęstszą przy,czyną kolibaktertozy u pro-
siąt (6). W Polsce największy procent entero-
toksycznych szczepów Escheri,chżu colż stwier-
dzono wśród szczepó,\M po]siadający,ch także an-
tygen KBB (11),

Enterotoksyny mozna wykryć;
1. metodą pętli jelitowych (ILT), zmodyfiko-

waną przez Smitha i Halls (12, 13).
2. okreś]eniem efektu cytotoksycznego w no-

wotworowy,ch komórkach nadnerczy myszy
(Y-1) (3) lub w komórkach jajnika chomika
,chińskiego (CHO) (4),

3. próbą na oseskach myszy (2).
W pętlach jelitowych świń można wykryć

obecność toksyny ciepłochwiejnej (LT) i ciepło-
stałej (ST), Met,oda oznaczaTLia enter,oitoksyn w
komórkach CHO lub Y-1 pozwala wykryć je-
dynie toksynę LT, natomiast na oseskach my-
szy tylko ST.

Niektórzy autorzy (10) uwazają, że próby
oceny na oseskach myszy dają tylko niewieiki
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