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Boiexorcraa C., Kura B, dpomaye T., Typekuit E.,
Muxamax T., Xwmenenckag A. — BaKnuea IpoTHB
rhinopneumonitis equorum — wuccaenosanus oe3Bpen-
HOCTH M MMMYHOTEHHOCTHM [JIfA JKePEOHBLIX KOOBIJ.

Onupasch Ha ATTEHIOMPOBAHHBIN miTamm RAC-I Bu-
pyca rhinopneumonitis eguorum, paspaforanM Bak-
IOMHY NPOTUE BUPYCHBIX abopros koOblI. CTemeHL arT-
TEHIOMPOBAHMA INTAMMa MCCIENOBAJM Ha CUPUICKUX
XOMAKaxX, a 3aTeM Ha 12 xepebubix KOObIIOX, 4 U3
KOTOPBIX MOJYYUAM ABYXKPATHO BHYTPUMBIILIEYHO He-
IMOPUIN30OBAHHYI0 BaKUUHY, a 8 KOOBLI — Jmuodditim-
30BAaHHBIM mpenapaT. Bakuubna okazalach Oe3BpegHoit
anda xepebnbix KoOb1r, Bupyc ne mepeHocuica ¢ Bak-
OMHMPOBAHHBIX Ha HEBAKLMHMPOBAHHLIX Jomazeii. Bee
BaKUMHUPOBAHHBIE KOOBINBI cpearupoBasun o6pa3osa-
HYEM CEPOHENTPAJU3MUDPYIOUINX I[IPOTHBOTE], IIPUYEM
3T TPOTUBOTENA MAOCTUTANHM 3HAUUTENBHO BBICIIIETO
YPOBHA U YAEPKUBAAUCEH JOJbIIe y KOObII, MMMYHM-
3UPOBAHHLIX  HEAMOMMAN30OBAHHON BagkUMHOM. Bousee
cnabyroo MMMYyHOTEHHOCTD JMOMUIM30BAHHOTO Ipenapa-
Ta CTApaJiMCh BbIACHUTH, MCCIeRys obe hOpMbI BAKI[U-
HBI B YJIEKTPOHHON MMKPOCKOII,

Woyciechowska S., Kita J., Frymus T., Goérski J., Mi-
chalak T., Chmielewska A. — Vaccine against rhino-
pneumonitis equorum—apraisal of harmlessness
and immunogenicity for mares in foals.

‘The vaccine based on the viral strain RAC-H of
rhinopneumonitis equorum has been elaborated. The
degree of attenuation of the strain was assessed on
hamsters and then on 12 mares in foals: four animals
were given the vaccine twice intramuscularly and
eight horses received the same vaccine in the form
of lyophilized preparation. The vaccine proved to be
harmless for mares in foals. The virus was not trans-
mitted from vaccinated to unvaccinated horses. All
the mares vaccinated responded producing seroneu-
tralizing antibodies, however the levels of antibodies
were higher in animals vaccinated with the non-lyo-
philized vaccine. The authors tried to explain this
fact examining the both preparations under an elec-
tron microscope.

JANINA OYRZANOWSKA-POPLEWSKA, JERZY KITA, JAN PRANDOTA

Ocena wlasciwosci biologicznych krajowych szczepéw

wirusa IBR z ukierunkowaniem wykorzystania ich

w profilaktyce swoistej

Z Instytutu Choréb ZakazZnych 1 Inwazyjnych Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Badania zmierzaly do oceny przydatnosei
izolowanych terenowych szezepow wirusa za-
kaZnego zapalenia nosa i tchawicy bydla (IBR)
do badan nad profilaktyka zakazen tvm wiru-
sem. Badania przeprowadzono w dwoch eta-
pach.

Etap pierwszy obejmowal préby atenuacji
krajowych szczepow wirusa IBR do hodowli
komoérek nerki zarodka bydla (HKNZB) oraz
adaptacji do heterologicznej hodowli komorek
nerki krolika — zywiciela niewrazliwego. Kry-
terium doboru najodpowiedniejszego sposréd
izolowanych szczepiw wirusa IBR w zakresie
wymogow profilaktyki swoistej stanowil czas
pojawiania sie 50% efektu cytopatyeznego oraz
wysoko$¢ miana TCIDg. Dla uzyskania do dal-
szych badan genetycznie jednolitego materialu,
ze szczepem, ktory najintensywniej replikowal
si¢ w HKNZB wykonano selekcje klonalng me-
todg lysinek.

W drugim etapie badan dla charakterystyki
biologicznej i oceny stopnia atenuacji przesle-
dzono zachowanie sie badanego szezepu (B-184)
na poziomie 8 i43 pasazu w HKNZB pod wply-
wem Dithiothreitolu (DTT).

Jedng z cech biologicznych, charakteryzuja-
cych mutanty niepatogenne jest opornosé na
inaktywacje Dithiothreitolem. Zwigzki miedzy
opornosciag na redukcje DTT a wlasciwosciami
apatogennymi niektérych mutantéw wiruséw
wykazali miedzy innymi Gainer i wsp. (2) dla
wirusa choroby Aujeszky'ego, Carner i wsp.
(1) dla Poxvirus wvaccinia i Paramyxowirus

Hare (3) dla Papavavirus polyome, a Klinge-
born i Dinter (5) dla wirusa zakaznego ronie-
nia klaczy.

Zastosowanie szeregu metod pozwalajacych
na okreslenie cech genetycznych (markerdw)
szezepow  wirusowyeh daje czesto. mozliwosé
odrézniania in vitro szezepow zjadliwych od
szezepow atenuowanych, Szezepowe wlasciwos-
ci biologiczne maja duze znaczenie teoretyczne
i praktyczne. Pozwalaja prze$ledzi¢ w jakich
warunkach mozna uzyska¢ mutanty apatogen-
ne, okreslic rézne istniejgece zaleznodei dla roz-
nych szczepéw wirusa oraz stopien wrazliwoé-
ci w stosunku do naturalnie wrazliwego gospo-
darza. Znajduja one rowniez praktyczne zasto-
sowanie przy opracowaniu szczepionek zywych
opartych na genetycznie jednorodnym materia-
le. W dostepnym piSmiennictwie nie znalezlis-
my badan dotyczacych wplywu DTT na wirus
zakaznego zapalenia jamy nosowej i tchawicy
bydia (IBR).

Stopien atenuacji in vivo oraz ocene wlasei-
woscl antygenowej wybranego na podstawie
wynikow pierwszego etapu badan szczepu
B-184 wykonano na 10-tygodniowych cieletach.

Materiat i metody
Do badan uzyto:

— terenowe szczepy B-21, B-184 i B-1048 oznaczone
W pracy symbolami 21, 184, 1048 wirusa IBR wyizo-
lowane przez Kite (4). Szczepy zostaly wyosobnione z
jamy nosowej cielat z klinicznymi objawami zapale-
nia narzgdu oddechowego. Do badan uzyto izolaty 21,
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184 i 1048 sprawdzone uprzednio na obecno$é wirusa
IBR,

— standardowy szczep szczepionkowy otrzymany od
dr Bartha z Centralnego Instylutu Weterynarii w Bu-
dapeszcie, stanowigcy szezep odniesienia,

— subkullure lkomérek nerki =zarodka bydia
(HKNZB) oraz pierwotng hodowle komérek nerki
krolika (HKNK). Prowadzono je wedlug ogblnie przy-
jetych =zasad, stosujae jako plyn wzrostowy plyn
Hanksa z dodatkiem hydrolizatu laktoalbuminy, 10%
surowicy cielecej oraz antybiotykéw. Plyn utrzymu-
jacy skladat sie w réwnej objetosci z plynu Hanksa
i Parkera *),

— Dithiothreitol (DTT) produkcji Calbiochem, Los
Angeles, California.

Klonowanie szczepu B-184 wykonano w sposéb na-
stepujacy. Jednowarstwowg HKNZB do metody 1lysi-
nek przygotowywano w butelkach Legroux. Po uzy-
skaniu 100% pokrycia dna butelki warstwa komorek
plyn wzrostowy zlewano, komérki przemywano dwu-
krotnie PBS i zakazano szczepem wirusa IBR. Na-
stepnie inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C,
przemywano PBS, pokrywano warstwg odziywczg aga-
ru i inkubowano w temperaturze 37°C. Po uzyskaniu
w hodowli kontrolnej efektu cytopatycznego warstwe
agaru odzywczego pokrywano warstwg agaru barwia-
cego. Po zakrzepnieciu agaru butelki na 24 h wsta-
wiano do termostatu (temp. 37°C). Po tym okresie na
tle rézowo zabarwionej warstwy tkanki ukazywatly sie
jasne, okragle pola — lysinki. Dla uzyskania jedno-
litego genetycznie materialu ,tysinke” wycinano wraz
z agarem i przenoszono z butelki do proboéwki wi-
rowkowej zawierajacej 1 ml PBS, wstrzgsano przez
5 min. i wirowano przez 15 min. przy 1000 obr./min.
Plynem znad osadu w ilosci 0,5 ml zakazano jedr}q
butelke Legroux z hodowly HKNZB, a po uzyskaniu
efektu cytopatycznego sprawdzano miano namnozo-
nego wirusa. Plakowanie wykonano trzykrotnie. Ma-
terial do dalszych badan olrzymywano namnazajac
klonowany szczep wirusa w butelkach Roux. Po uzy-
skan'u 80% efektu cytopatycznego wirus schiadzano,
zamrazano w temperaturze suchego lodu z alkoholem
i rozmrazano. Plyn wirowano przez 20 min. przy 3000
obr./min., zlewano do ampulek i przechowywano w
suchym lodzie.

Maksymalny zbiér wirusa w zaleznosci od okresu
inkubacji prowadzono w odstepach 18, 24, 36, 42 1’60
godzin po zakazeniu. Namnozony wirus w poszczegél-
nych przedzialach czasowych mianowano metoda ko-
lejnych rozcienczen. Miano TCIDsv obliczano metoda
Kirbera.

Odczyn seroneutralizacji wykonano metodg alfa,
mieszajac stalg objetoéé surowicy w rozcienczeniu 1:4
i dziesieciokrolne rozcienczenia wirusa.

Inaktywacje szczepu B-184 na poziomie 8 i 43 pa-
sazu w hodowli HKNZB przy uzyciu DTT o stezeniu
0,001 M i 0,002 M i pH 7,8 w temp. 37°C przeprowa-
dzono w sposbéb nastepujacy.

W dniu wykonania proby sporzadzano jak wyzej
wymienione koncowe stezenia roztworu DTT w 0,1 M
buforze Trisu. Przygotowane roztwory mieszano w
rownych objeto$ciach z wirusem B-184 (pasaz 8 i 43)
o mianie 1055 TCIDs,. Kinetyke inaktywacji okreslano
po 15, 30, 45 i 60 minutach po ekspozycji DTT. Po-
brane mieszaniny wirusa w wyzej podanych odste-
pach czasowych po inkubacji w temperaturze 37°C
wysiewano na HKNZB stosujac 10-krotne rozciencze-
nia zawiesin. Kazdym rozciehczeniem zakazano 5 pro-
béwek. Po 5 dniach inkubacji miano wirusa TCIDso
obliczano metoda Kiarbera.

Doswiadczenia na cieletach mialy na celu ocene
stopnia atenuacji i nieszkodliwosci oraz wiasciwosci
antygenowych szczepu B-184 na poziomie 43 pasazu
przy uzyciu réznych drbég wprowadzenia. Badania
przeprowadzono na cieletach w wieku 10 tygodni,
wolnych od przeciweial. Dwukrotne szczepienie cielat

*) Plyny do hodowli komoérek pochodzily z Wytworni Suro-
wic i Szezepionek w Lublinie.
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w odstepach 3-tygodniowych wykonano w 3 grupach
doswiadczalnych.

Pierwsze grupa otrzymala zawiesine szczepu B-184
dwukrotnie donosowo w ilosci 1 ml do kazdego otwo-
ru nosowego. Druga grupa otrzymala 2 ml donosowo

'i 5 mln podskérnie. Trzecia grupa — 5 ml dwukrotniz

podskoérnie. Miano wirusa wynosilo 1055 TCIDgy/1 ml.
Rownoczes$nie identyczny uklad doswiadczen wyko-
nano ze szczepem wegierskim o mianie 1055 TCIDg,/1
ml. Stanowit on szczep odniesienia.

Wyniki iomowienie

Wszystkie badane szezepy wirusa IBR wyka-
zywaly zmiany cytopatyczne w HKNZB po
48 h, a po 72 h uzyskiwano 80% efektu cyto-
patycznego. Sposrdéd badanych szczepow w to-
ku kolejnych pasazy najsilniej replikowal sie
szczep B-184. Wyniki przedstawia ryc. 1. Naj-
wyzsze miano wirusa B-184 uzyskuje sie w
HKNZB po 36—42 h jego namnazania, po za-

stosowaniu dawki infekecyjnej 105 TCIDj,.
Wyniki przedstawia ryc. 2.
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Ryc. 1. Miano TCIDs badanych szczepéw terenowych
w zaleznosci od liczby pasazy
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Ryc. 2. Miano TCIDj wirusa IBRB-184/PL. w =zalez-
nosci od czasu inkubacji

Szcezep B-184 na podlozu heterologicznym
(nerka krolika) w pierwszych pasazach wykazal
spadek miana o 2 log w stosunku do miana
wyjSciowego. Stopniowy wzrost miana w toku
prowadzonych pasazy oraz obserwowane na-
silenie sie zmian cytopatycznych jak i destruk-
cja po 48 h od zakazenia, wskazujg na zdol-
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no$¢ adaptacji szczepu B-184 do podloza podobnie spowodowanym rozerwaniem S-S
heterologicznego 1 mozliwos¢ wykorzystania wigzan w cystynie.

nietypowego gospodarza do badan nad profi-
laktyka bydla dla omawianego wirusa (ryc. 3).
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Rye. 3. Miano TCIDso szczepu B-184/PL, w HEKNK w
zaleznosci od liczby pasazy

Wyniki testéw dla markera DTT wykazaly,
ze pasaz 43 szczepu 184 byl bardziej oporny
na redukcje miana po zadzialaniu DTT niz pa-
saz 8. Inaktywacja przebiegala szybciej przy
stezeniu 0,002 M DTT. Réznica miedzy mianem
wyjscilowym 1055 TCID;, po 60-minutowe]
ekspozycji DTT 0,001 M dla pasazu 8 wynosila
2 log, a dla pasazu 43 — 0,3 log. Pod wplywem
dzialania DTT o stezeriu 0,002 M i czasu eks-
pozycji jak wyzej — réznice wynosily dla pa-
sazu 8 —2,7 log, a dla pasazu 43 — 0,7 log.
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Ryc. 4. Wyniki testéw dla markera DTT

Wyniki testow dla markera DTT w poszczegdl-
nych okresach czasowych przedstawia ryc. 4.

Wedlug Gainera i wsp. (2) efekt dzialania
DTT widoezny w mikroskopie elektronowym
polega na rozerwaniu plaszcza virionu prawdo-

Stopien atenuacji i mieszkodliwosci oraz wilas-
ciwosci antygenowe szczepu 184 na poziomie
43 pasazu okreslono dynamiksg powstawania
i utrzymywania sie przeciwcial u szczepionych
cielgt. Wyniki ilustruje ryc. 5. Z ryciny wyni-
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Ryc. 5. Srednie miana przeciwcial dla wirusa IBR

w surowicy krwi cielat w — log

ka, ze w 21 dni po pierwszym szczepieniu
stwierdzono najnizsze wartosci miana. W 3 ty-
godnie po drugim szczepieniu wartosci wydat-
nie wzrastaly, uzyskujgc $rednie miana od
—log 1,48 do —log 2,52. Najwyzsze $rednie
wartosci miana obserwowano w 42 dni po dru-
gim szczepieniu i wynosily one od —log 2,06
do —log 2,94. W kohicowym okresie obserwacji,
w 91 dni po rewakcynacji, poziom przeciwcial
obnizyl sie i zamykal w gramicach od —log 0,34
do —log 0,80. Niskie wartoéci mian w 21 dni
po plerwszym szczepieniu (—log 0,01 do
—log 1,05) znajduja potwierdzenie w pracach
Shippera i Kellinga (6), ktérzy po jednorazo-
wym szczepieniu jedynie u 20% szczepionych
szezeplonkami atenuowanymi cielat stwierdzili
obecnoéé¢ przeciwcial odpornosciowych dla wi-
rusa IBR.

Z poréwnan poziomu przeciwcial seroneutra-
lizujgcych w wuzytych ukladach do$wiadczal-
nych najwyzsze wartosci uzyskano po zastoso-
waniu szczepien donosowych i rewakcynacji
podskérnej. Rownolegle wykonane proby po-
rownania poziomu przeciwcial po szezepieniu
szczepem badanym i szczepem odniesienia nie
wykazywaly zasadniczych réznic.

W wyniku szczepien u cielgt nie obserwowa-
no reakcji poszczepiennych.
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Orizkanosckasa-Ilonnesckas f1., Kura E., Ilpaspora f.
— OneHka OMOJOTHYECKHX CBOMCTE OTE€YECTBEHHBIX
mTamMMoB Bupyca IBR ¢ ykazaHueM HalpaBJIeHHMIA
HCIGIb30BAHNUA uX B croenuduyeckoit npoduiaakTuke,

Cpeay M30MMPOBAHHBIX INTAMMOB Bupyca IBR BbI-
Opanu 1TamMM, Hambosee COOTBETCTBYICLUMIT TpeboBa-
nuaM cnenudndeckoyn npodmiakturu. IlltamMm, 0603-
HAYeHHbIN CHMBOJIOM 184, nmozaBeprimu KIOHANLHON ce-
JIEKIUM, a TaKXxe aTreHiouporBanvio Kk HKNZB u aza-
nTauuu ¥ HKNK.

TlocpeacTBeHHO OLEHKY CTemeHy aTTEeHIOMPOBAHNA
mTamMmMa HpoBeaM, IpUMeHeHAs Mapkep Dithiothreitol
(DTT) ¢ xouuearpanmein 0,001 M u 0,002 M B Oydepe
Tris. Ilepuog skcmo3uumm DTT cocraBasa 15, 30, 45
u 60 yvmH.

Pazunna mexpay ucexogusiM TuTpoMm 1055 TCIDs, u
nocye skcrno3unuyu 60-muuyraorr DTT (0,001 M) gusa
maccaxka 8 cocrapndajga — 2 Jor, a AJsg naccaxa 43 —
0,3 mor. Iloxy BnusauueMm xe pevicTBua DTT ¢ KonnmeuT-
paumeit 0,002 M u BpeMeHM SKCIO3MLMUM, KaK BbILIE,
ST pPa3HuLbl COCTABJANM AJid Iaccaxka 8§ — 2,7 Jjor,
a aad maccaxa 43 — 0,7 mor.

CreneHp aTTeHOMPOBaHMA ¥ Oe3BpegHOCTM, a TakXKe
aHTUTEITHBLIE CBOMCTBA LITaMMa oOLenuBajgyu B 06100~

rudeckoi npobe ua TenATax. Hawubbiclne cpeiye
3uaueHus TMTpa tabiogaim depes3 [HENM IocJje BTOPO

BakuHaumMy U cocaBiadAdu ol or — 2,06 nor jpo —
2,94 jor.
HamBpicmine 3iauenuss TUTPOR  IONYYWJIM  II0CJE

BHYTPUIIOCOBOM BaKIMHAIMY ¥ IIOJIKOXKILIOK peBaKIiM-
Halun.

Oyrzanowska-Poplewska J., Kita J., Prandota J. —
Appraisal of biological properties of native straing of
IBRS virus.

Out of IBRS strains isolated in Poland the virus
designated as number 184 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 concentra-
tion of 0.001M and 0.002M in a 0.1M Tris solution.
The time of exposure was 15, 30, 45 and 60 minutes.
The difference in titers before exposure (1055 TCIDj,)
and after the action of DTT for 60 min (0.001M) was
for the 8th passage — 2 log and for the 43rd passage
— 0.3 log. In case of DTT used at the concentration
of 0.002M the data were 2.7 log and — 0.7 log,
respectively. The degree of attenuation and harmless-
ness and antigenic properties were examined on cal-
ves. The highest mean values of titers were observed
after 40 days since the second injection and they were
from 2.06 to 2.94 log. The highest titers were noticed
after intranasal injections and then after subcuta-
neous revaccination.

MARIAN BINEK, MAREK NIEMIALTOWSKI,
DANUTA KLIMUSZKO, TADEUSZ JAKUBOWSKI

ZBIGNIEW SZYNKIEWICZ,

Wykrywanie enterotoksyn Escherichia coli w petlach
jelitowych $win i komérkach CHO

% Zzakladéow: Bakteriologii, Wirusologii i Epizootiologii Instytutu Choréb Zakasnych i Inwazyjnych
Wydzialu Weterynaryjnego SGGW-AR w Warszawie

Badania Smitha i Halls (14) wykazaly, ze
kontrolowane przez plazmid Ent wytwarzanie
enterotoksyn wplywa w znacznym stopniu na
chorobotwoérczos¢ dla prosiat szczepéw Esche-
richia coli (5, 12, 13). Obecno$é czynnikéow ko-
lonizujacych, na przyklad K88 (9), polaczona z
wytwarzaniem enterotoksyn powoduje, Ze
szczepy Escherichia coli posiadajgce te cechy
sg najczestsza przyczyng kolibakteriozy u pro-
sigt (6). W Polsce najwigekszy procent entero-
toksycznych szczepow Escherichia coli stwier-
dzono wsérod szczepdéw posiadajgcych takze an-
tygen K88 (11).

Enterotoksyny mozna wykryé:

1. metods petli jelitowych (ILT), zmodyfiko-
wang przez Smitha i Halls (12, 13).

2. okresdleniem efektu cytotoksycznego w no-
wotworowych komérkach nadnerczy myszy
(Y-1) (3) lub w komérkach jajnika chomika
chinskiego (CHO) (4),

3. proba na oseskach myszy (2).

W petlach jelitowych $win mozna wykryé
obecnos¢ toksyny cieptochwiejnej (LT) i ciepto-
stalej (ST). Metoda oznaczania enterotoksyn w
komorkach CHO lub Y-1 pozwala wykryé je-
dynie toksyne LT, natomiast na oseskach my-
szy tylko ST.

Niektorzy autorzy (10) uwazaja, ze proby
oceny na oseskach myszy daja tylko niewielki
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procent wynikéw pozytywnych w przypadku

szczepow izolowanych od $win. Szezepy Esche-

richic coli izolowane od $win wytwarzajg z re-
guly toksyny LT i ST, rzadko natomiast sama
toksyne ST.

Celem pracy bylo:

1. zaadaptowanie w warunkach krajowych
metod oznaczania enterotoksyn wytwarza-
nych przez szczepy Escherichia coli izolo-
wane od $win,

2. pordwnanie przydatnosci metody ILT 1
oznaczania efektu cytotoksycznego w ko-
komérkach CHO do okre$lenia enterotok-
syczno$ci szczepow Escherichia coli.

Przedstawione wyniki stanowig kontynuacje

badan podjetych w Instytucie w 1978 r. (15).

Materiat i metody

Przygotowanie hodowli Escherichia coli. Do badan
uzyto 20 szczepéw Escherichia coli, w tym 6 szcze-
pow standardowych i 14 izolowanych z przypadkéw
kolibakteriozy $win.

Do oznaczania enterotoksyn metodg petli jelito-
wych uzywano 18-godzinna, zywa kulture Escherichia
coli inkubowang w 37°C w bulionie wzbogaconym.
W celu uzyskania enterotoksyny ST szczepy Esche-
richia coli hodowano w podlozu TSB z dodatkiem
glukozy w ciggu 18 godz. w 37°C. Sklad podloza TSB
(pH 7,4): 15 g tryptone Difco, 5 g soytone Difco, 1 g
wyciggu drozdzowego Difco, 5 g chlorku sodu i woda
destylowana do 1000 ml. Nastepnie kulture bakte-
ryjng inaktywowano przez ogrzewanie w 1aZni wod-



