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pat do pracy. W wysokim stopniu posiadat umie-
jetnosci kierowania pracq innych — rzecz wy-
dawaloby si¢ prosta, gdy sie o tym czyta, a
jednak jest sztuke, kluczem do powodzenia.
Brak jej powoduje czesto miepomysine rezul-
taty w pracy nawet u ludzi bardzo wybitnych.

Profesor posieda nie tylko glebokq intuicje
naukowq, ale blyskotliwy zmyst kojarzenia
faktéw i budowania z nich oryginalnych kon-
cepcji. Jest wrogiem wszelkich form niepo-
rzqdku, chaotycznosei i rozproszenia w pracy,
¢ uosobieniem rzeczowosci i koncentracii.
Rzetelno$é i ostroinodé w wysuwaniu wnios-
kéw naukowych wzbudza szacunek do Jego
osoby. Gleboko wazy méwione i pisane stowo,
stqd kaida Jego wypowiedé niesie z sobg nie-
zmierng wage i konsekwencje.

Jest czlowiekiem wyijqtkowo skremnym,
bardzo madrym zyciowo, wratliwym, o wiel-
kim takcie i kulturze osobistej. Cechuje Go
2yczliwodc i serdecznosé w obcowaniu z lud2-
mi. Naleiy do liczby wuezonych, ktérzy lqezq
umitowanie przyrodnicze z najglebszym huma-
nizmem. Posiada rozlegla wiedze i szerokie
zainteresowania daleko wychodzqee -poza wy-
brang specjalnosé,

Wydaje sie, ze przyczyn tak bogatej, wszech-
stronnej, wielokierunkowej i wieloplaszezyz-
nowej dzialalnosci prof. A. Stryszaka nalesy
szuka¢ w osobowosci, w ktdrej skojarzyly sie
racjonalizm i przenikliwosé badacza z pasiq
spolecznike i humanisty, z ktérej obok kry-
tycznego spojrzenia mnaukowca przebija wy-
jatkowa zyczliwosé do ludzi i przywiqzanie do
ziemi, z ktérej pochodzi.
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Immunogennosé¢ i skutecznosé prototypowej atenuowanej

szczepionki przeciw zakaznemu zapaleniv nosa i tchawicy
oraz otretowi bydia IBR/IPY
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ul. Grochowska 272, 03-846 Warszawa

Przedstawiona praca stanowi kontynuacje
poprzednich badan (4), podjetych w celu opra-
cowania krajowej, atenuowanej szezepionki
przeciw zakaznemu zapaleniu nosa i tehawiey
oraz otretowi bydla. Ofrzymata ona nazwe ,,Ri-
bovae”.

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie wply-
wu roznych dawek prototypu szezepionki , Ri-
bovac” na odpowiedz immunologiczng szeze-
pionych zwierzat przy zachowaniu jednakowe-
go schematu uodpornienia, poréwnanie odpo-
wiedzi humoralnej i komérkowej, poréwnanie
odpowiedzi immunologicznej szezepionki , Ri-
bovac” i szczepionki odniesienia produkeji
NRD, ustalenie transmisji wirusa szezepionki
na podstawie wyniku zakazenia szczepem chal-
lengowym.

Material i metody

Badania przeprowadzono w dwdéch obiektach ho-
dowlanych:
a) wychowalnia cielat, liczaca 183 sztuki w wieku
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4 — 10 tygodni; zwierzeta pochoduily wylacznie ze
skupy, szezepieniem objeto 90 cielgt, z ktorych 40
stanowilo Seisla grupe doswiadezalng,

b) Pafsiwowe Gospodarstwo Rolne, w ktdérym ob-
sada zwierzat wiasnej hodowli wynosila 64 sztuki w
wieku 6 — 12 tygodni; z liczby tej 32 sziuki poddann
szczepieniu,

Szezepem  wyjsciowym do . produkeji szczepionki
»Ribovae” byl atenuowany, krajowy szczep wirusa
zakainego zapalenia nosa i tchawicy bydia B-184/
/PL. Szczep namnazano w hodowli komérek nerki za-
rodkowej bydla (hknzb). Hodowle komérek przygo-
towywano wedlug metody ogélnie przyjetej w pra-
cowniach wirusologicznych., Zbioru wirusa dokony-
wano 48 godzin po zakaZeniu. Plyn zebrany z hodo-
wli trzykrotnie zamrazano i odmrazano, rozlewano
do butelek i przechowywano w temp. —20°C. Kazda
serig szezepionki sprawdzano na jalowosé, Miano wi-
rusa w poszezegdlnych seriach szezepionki obliczane
wedlug metody Karbera wynosilo 1662 TCIDse/ml.

Poziom przeciwcial w surowicy krwi i $luzie nosa
dla wirusa IBR okreflano odczynem seroneutralizacji
(SN). Krew i wymazy z nosa pobierano ,prz\_ed kazdym
szezepieniem oraz 2 tygodnie po szczepieniu. Odezyn
SN wykonywano metodg alfa uzywajae 10-krot_1ne
rozcienczenia wirusa oraz rowng objetosé surowicy
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lub Sluzu mosa w rozeienezeniu 1:10. Miano surowicy
podano w logaryimach indeksu neutralizacji (g IN).
Odparnosé komérkowa badano odezynem zahamowa-
nin migraciji leukoeytow krwi ohwodowej. Krew do
haduan pobierano przed uodpornieniem oraz 101 2 Ay-
godnie po 1 i 11 szozepieniv. Zawiesing leukocytow
uzyskiwano wg metody Moreno-Lopeza (3). Test za-
hamowania migracji wykonywano wg wiasnej mo-
dyfikacji metody Scoborga (6). Jako antygenu uzywa-
no namnozonego metoda rofacyjna w hknzb wirusa
IBR celem uzyskania wyzszej jego koncentracji. Miano
wirisa wynosilo 1002 TCID;p/ml. We wstepnych pro-
hach okreélanc miano wirusa, kiére nic wywolywalo
migracji leukoeytow pobranych przed uodpornieniem.
W préobach konirolnych dodawano odpowiedni doda-
tek plynu znad nie zakaZonej hodowli komérkowej.
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Rye. 1. Logarytm éredniej geom. miana prezeciweial

w surowicy krwi i Sluzie nosowyimn po szezepieniu
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Ryc. 2. Logarytm S$redniej geom.
) " i domieéniowym szczepionkg IBR

Strefy migracji odrysowywana na kalce technicznej
z ekranu mikroskopu projekcyjnes, wycinano i wa-

sono. indeks migracii (IM) wyrazony w procentach
obliczenn Wg Wzora:
migracja w plynic odZyweayim

zawieraineym antygen
IM = ————— X 100
migracja w plynie odzywezym bez

antygenu

Cielgta zakazano szczepem challengowym wirusa
IBR o mianie 1042 TCIDs/0,2 ml dotchawicowo i do-
zylnie, ]

RBadania prowadzono w6 grupach cielgt. Trzy
pierwsze grupy po 10 zwierzal szezepiono dwukrot-
nie w odstepach dwulygodniowych roznymi dawka-
mi szezepiohki donosowo i domiesniowo. Grupa 1 1 2
otrzymala szczepionks ,Ribovice”, grupa 3 szezepionke
odniesienia produkeji NRD. Grupa liczyla 12 cielat
nie szezepionych, u ktéryeh badano transmisje wirusa
w wyniku kontaktu z grupa zwierzat wzezepionych
oraz puziom przeciweial we krwi 1 $luzie nosa. Wy-
mazy do izolacil wirusa pobicrano 2, 4, 6, 10 1 14
dnia po szezepieniu, Grupa 5 liczyla 5 cielat, u kto-
rych badano odpowiedz komorkowa i humoralng na
wprowadzony bodziec anlygenowy. Grupa 6 liczyla
3 cielelta uodpornione i 2 kontrolne. W 4 tygodnie
po uodpornieniu cieleta zakazono dotchawicowo i do-
Zylnie wirusem IBR w dawee po 2,6 ml

Wyniki i omoéwienie

Otrzymane wyniki podano graficznie na ryec.
1—5 i w tab. 1.

W grupie 1 i 2 po zastosowaniu réznych da-
wek szezepionki nie wykazano roznic w pozio-
mije przeciwcial w surowicy krwi Miana su=
rowicy obu grup wykazywaly tendencje
wzrostowa, a po 11 tygodniach od II szczepie-
nia obserwowano nieznaczny ich spadek (ryec.
1). Przeciwciala w $luzie nosowym W rozpatry-
wanych grupach pojawily sie dopiero po II
szezepieniu i utrzymywaly sie przez caly czas
{rwania dodwiadezenia. W grupie 3 uodpornio-
nej szczepionka produkeji NRD przeciwciala
w surowicy stwierdzono dopiero po 2 tygod-
niach (rye. 2), a w $luzie nosa po 6 tygodniach
po Il szezepienin. Wyniki transmisji wirusa

Gbyaincenic

szczeplonka polska FBR
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Miana przeciweial w surowicy krwi cielat po szczepieniu donosowym

w odniesieniu do szczepionki NRD
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w grupie 4 przedstawia ryc. 3. U cielat nie
szezepionych, przebywajacych w bezposrednim
kontakeie ze zwierzetami szczepionymi dono-
SOW0, wirus szczepionkowy izolowano od 4 do
10 dnia, po uodpornieniu domigsniowym tylko
6 dnia. Wyniki izolacji wirusa IBR od cielat
szczepionych donosowo i domieéniowo szeze-
pionka krajows i produkcji NRD ilustruje ryc.
4. U cielat uodpornionych donosowo szczepion-
kg krajowa wirus izolowano od 2 do 10 dnia,
a po szczepieniu domiesniowym 6 dnia. Nato-
miast w grupie cielgt uodpornionych donoso-
wo szczepionkg produkeji NRD wirus izolo-
wano od 2 do 10 dnia, po uodpornieniu domies-
niowym — 4 dnia. Zachowanie sie przeciw-
cial w surowicy i $luzie nosowym cielat nie
szezepionych grupy 4 przedstawia ryc. 5. Za-
rowno w surowicy jak i w $luzie nosowym
Wyzszy poziom przeciwcial wystepuje po kon-
takeie z cieletami otrzymujgeymi wyizsze daw-
ki szezepionki.

Wyniki grupy 5 zestawiono w tab. 1. Sred-
ni poziom przeciwecial w surowicy krwi 2 ty-
godnie po I szczepieniu wynosil 1,48 1g $.g.,
za§ 2 tygodnie po II szczepieniu — 2,5. Im-
munologiczna odpowiedz komérkowa po dono-
sowym podaniu szczepionki pojawila sie u 4
spoSrdéd 5 uodpornionych cielat. U pierwszego
cielecia zahamowanie migracji leukocytéw wy-
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Ryc. 3. Izolacja wirusa IBR od cielat szczepionych donosowo
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stapilo po I szczepieniu, u 3 pozostalych 2 ty-
godnie po II szczepieniu. Odpowiedz humoral-
na po szezepieniu donosowym ksztaltowala sie
na poziomie 1,5 1g $.g., a 2 tygodnie po II
szezepieniu wynosila 2,5 lg §.g. Challenge wi-
rusa IBR przeprowadzono w grupie 6. Trzecie-
go dnia po zakazeniu u cielat kontrolnych
stwierdzono wzrost cieploty wewnetrznej cia-
Ia (40,5°C i 40,7°C), przyspieszony oddech, su-
rowiczy wyplyw z nosa, obnizony apetyt i
posmutnienie. Czwartego dnia po zakazeniu
przystapiono do leczenia zwierzat. U cielat
szezepionych nie stwierdzono zadnych obja-
wow klinicznych choroby.

Odpowiedz humoralna w grupie 1 i 2, przy
zréznicowanych dawkach donosowych i do-

Tab. 1. Wyniki odeczynu hamowania migracji leuko-

cytéw krwi obwodowej cielat uodpornionych atenuo-

wang szczepionkg przeciw wirusowi IBR (procent
migracji/procent hamowania)
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X 100.
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Ryc. 4. Izolacja wirusa IBR od cielat szczepionych donosowo i domigéniowo szczepionka krajowg i NRD
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mieéniowych szezepionki byla podobna. Wigk-
szych réznic nie wykazano takze w poziomie
przeciweial wystepujacych w $luzie nosa iw
czasie odpowiedzi, manifestujgcej si¢ pojawie-
niem sie przeciwecial w tym $luzie. Przeciw-
ciala te stwierdzono dopiero w drugim tygod-
niu po szczepieniu domigsniowym. Fakt ten
potwierdza wyniki badan Gerbera i wsp. (1),
ktérzy ustalili, Ze domie$niowe szczepienie mo-
ze stymulowaé¢ odporno$¢ miejscowg Ppoprzez
uczulenie leukocytéw krwi obwodowe], lub tez
poprzez uczulone juz leukocyty obecne w blo-
nie §luzowej. Obecnosé przeciwcial przed szeze-
pieniem wykazano jedynie u pojedynczych
zwierzat.

Interesujace sa wyniki otrzymane w grupie
3 uodpornionej szczepionka NRD. Po I szcze-
pieniu nie stwierdzono przeciweial w surowicy
i w $luzie nosa. Dopiero 2 tygodnie po domies-
niowym szczepieniu w surowicy pojawily sie
pierwsze przeciwciata, W $luzie nosa przeciw-
ciala te stwierdzono u 50% cielat dopiero po
uplywie 6 tygodni od momentu szczepienia.
Wyniki te sg trudne do interpretacji; moze
to byé spowodowane liofilizacjg tej szczepion-
ki. Wprawdzie w pozostalych grupach nie wy-
kazano przeciwcial u wszystkich cielat, jed-
nak 2 tygodnie po domiesniowym szczepieniu
50% cielat juz je posiadalo. Gerber i wsp. (1)
uwazaja, ze rozne szezepionki, stosowane dro-
g3 donosowg i domigsniows, ntrudniajy po-
réwnanie skutecznodei tych drog szczepienia.
Smith i wsp. () nie stwierdzili w Sluzie no-
sowym przeciweial do 7 dnia po szezepieniu
drogag donosowa. Po 2 tygodniach wykazali
bardzo niski poziom cial odpornosciowych,
ktory osiagngl wlasciwe wartosci dopiero w
91 i 52 dni po szczepieniu. McKercher i Cren-
shaw (2) ustalili, ze zwierzeta szczepione do-
miesniowo po challengu wykazywaly bardziej
zaawansowane objawy ze strony gornych drog
oddechowych niz zwierzeta szczepione droga
donosowa. Wprawdzie Gerber (1) nie wykazal
wiekszych roéznic w odpornosei humoralnej i
komorkowej uzyskanej w wyniku odmiennych
drég immunizacji, jednak w konkluzji podaje,
ze domieéniowa droga szezepienia stymuluje
leukoeyty blony $luzowej nosa do produkeji
przeciwecial. Najwyzsza odpornosé komérkowa
cytowani autorzy otrzymali jednak dopiero po
szezepieniu donosowym zywsa szczepionka.

W prezentowanych badaniach wykazano o-
becnoéé wirusa w $luzie nosowym w grupach
1, 2 i 3 szczepionych drogg donosowg i do-
mie$niowa. W grupie 1 (nizsza dawka szcze-
pionki) wirus izolowano od 2 do 10 dnia, W
grupie 2 (wyzsza dawka) od 4 do 10 dnia, za$
w grupie 3 (szczepionka prod. NRD) od 2 do
10 dnia. Obecnos¢ wirusa w $luzie nosowym
zostala dodatkowo potwierdzona poprzez tran-
smisje wirusa na cieleta nie szczepione. Wirus
izolowano od 4 do 10 dnia (grupa 1) i od 6 do
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Ryc. 5 Logarytm S$redn. geom. miana przeciwcial

w $luzie nosowym u cielat szczepionych i nie szcze-

pionych, przebywajacych wspélnie. Logarytm sSredniej

geom. miana przeciweial w surowicy krwi cielat szcze-

picnych donosowo i domigsniowo oraz nie szczepio-
nych przebywajgeych wspélnie

10 dnia (grupa 2). Po szczepieniu domigénio-
wym szezepionka krajowa wirus izolowano tyl-
ko 6 dnia po szczepieniu, przy szezepionce
NRD — 4 dnia. Podobny termin izolacji wiru-
sa po szczepieniu lub challengu do 10 dnia
wykazali Todd i wsp. (7). Smith i wsp. (5)
izolowali wirus do 11 dnia po szezepieniu dro-
gg donosowa. Znikniecie wirusa ze sluzu no-
sowego autorzy wigza z pojawieniem sie swo-
istych przeciwcial. W badaniach wlasnych w
§luzie nosa po I szczepienin nie wykazano o-
becnodei przeciweial i tym mozna tlumaczyc
utrzymywanie si¢ wirusa do 10 dnia po szcze-
pieniu. Nadal otwartg pozostaje sprawa wy-
dalania wirusa challengowego u szczepionych
i nie szezepionych zwierzat.

Na podstawie uzyskanych wynikow dotycza-
cych odpowiedzi komérkowej mozna sadzi¢, ze
dwukrotne uodpornienie szezepionkg ..Ribo-
vac” znacznie zwigksza szanse pobudzenia me-
chanizméw odpornosci komorkowej, ktéra, jak
wiadomo, odgrywa istotna role w odpornosci
przeciwko wirusowi IBR. Wobec tego, ze dos-
wiadczenie przeprowadzono na malych grupach
zwierzat sformutowanie ostatecznych wnios-
kéw wymaga dalszych badan.

Wnioski

1. Miano szezepionki ,Ribovac” 1082 TCID;
okazalto sie wystarczajace do uzyskania ochron-
nego miana przeciwecial u cielat szczepionych
dwukrotnie (donosowo i domiesniowo).

2. Miano surowicy krwi 1,2 i §luzu noso-
wego 0,5 — wyrazone jako logarytm Sredniej
geometrycznej, stanowi skuteczng bariere o-
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chronng przed zakazeniem doswiadczalnym wi-
rusem IBR. :

3. Dwukrotne szezepienie cielat jest niezbed-
ne do uzyskania pelnej odpornosei przeciw za-
kazeniu wirusem IBR.
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IMens wecnenosanmii COCTOANIA B CpasBHeumn sthdex-
TUBHOCTH PasiMtiLIX J03 IPOTOTHIIA ATTeHIOMPOBA -
HOM BAKLMULI TpOITUB utichexuyuu eupycom IBR/IPV
NP COXPAHEHMM AHAJOIM'THON CXeMbl WMMY HMBaLMIL,
CPABHEHMM MMMYHOTEHIOTO OTEeT: BaAXIMHEI ,Ribovac”
7 BAKNMHL] OTHECeHMA HNPONMIBOCTEA I'JZIP, onpejene-
HMM CeBA M TPaHCMHCCHIT PHUPYCH BAKIMHLL CPABHENHN

IYMOPANBHOTO 1M KALTOTHOID OTBETA, A TAKme PO -
At wewaenka.  Tutp npotHsoten » CLINOPOTE D
RPOBIT M CHMBIM HOCA OTIPeACIA MetoioM SN, -

MY HOTRHIIDCTh FJICTOMHYIO OQueHMBasn 1a QCHOBC Jreit-
ROWIMTHON Murpanumn. B FPYONEax TeNAT MocAe HpiMe-
OEHMA Palihix A03 BAKUMHBI 1ie oorasanlm Goabuinx
Pa3sHMI B YPOBLE NDOTHEOTEN B HOCOBOH CIlU3 1 Coi-
BOPOTEE. Y OOABIIMICTEA MMMYHMINPOBAHHEIX TEIAT
TMOABMIICH TAKINE KIETOTHBUT MMMYHOIOTIHYECKHii OTReT,

¥ qeqsm, HARUMHETDOBAHIBIX DUYIPEL 0OCA, BARITHH LT
BURYC W30OIMHpoBany na 210 jgenn, BHY TP GI T 110
TONLKG da 6 nens, V HEBARINTHHPOBAIULIX TeIAT, TIpe-
l}'l.-[Ti..‘IFOH'I,II?{ B Ii('l'lflljfIl',‘l("l'l-‘-t"”II(Jh"l BOITARTY ¢ Bariis-
POBANH LI ATHBOTH I, BTN e HACIMAPOEAII 110 4 i
denb, Ilocme wesnaenmma wa 3 neun bR TOLED
NeLaKiiposaulsie rendra, Tuip BHPYCA B BEELIMNE
LRibovac” oxasanen AQCTATOMIILIM JUIA TOIY'IOHMS Si-
HIHTHOrO YDORMH TIPOTHBOTEL B CLIBOPOTKE® U B Civ-
3 HOCA ¥ TeJAT, BAKIMHMDOBAHNLIX By XEPATHO —
BHYTPB HOCA U BHYTPMMbIILEYIO,
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Immunogenicilty and effectivoness of
altennated vaccine IBR/APV of catile

The purpose of the experiment was to evaluyate the
effectiveness of , Ribovac”, the prototype altenuated
IBR/IPV vaceine in different doses with constant vac-
cination shedules by comparing immunological res-
ponse of Ribovae” to a vaceine produced in East
Germany. Shedding and transmission of the vaceine
virus, and comparison of humoral and cellular res-
ponses were observed as well as challenge,

The virus titer of ,Ribovac” was 10%2 TCIDs. The
level of antibodies in blood serum and nasal mucous
was determined by SN. Cellular immunity was deter-
mined by leukocyte migratio test,

I the experimental groups of calves which received
different doses of the vaccine no significant differen-
ces were seen in the anfikody level of blood serum
and nasal mueous. In the majority of immune calves
was also geen a cellular immunological response. In
calves vaccinated intranasally the vacecine virus was
reisolated after 2-—10 days, and in the animals vac-

cinated intramuseularly the irus was reisolated only
ot the sixth dayv. In eontral, non aceinaled ralves,
and in a direet contact —with vaceinated cialves, the

virus was isolalod afler 4—10 days. Three days nfter
challenge only one unvaceinalod calf became 11, The
virus tilre of , Ribovac” was enough to provide a pro-
tective level of antibody in bleod serum and in nasal
mucous of eales vaccinated twice, intranasally and
intramuscularly. ¥
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Préby aerozolowego uodpqrniaﬁia cielgt atenvowang szczepionkq

przeciw zakaznemu zapaleniv nosa i tchawicy
oraz otretowi bydta IBR/IPV
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Dane pi$miennictwa z ostatnich lat wskazu-
ja, ze w chorobach ukladu oddechowego i po-
karmowego wprowadzenie poprzez blony slu-
zowe bodzca antygenowego daje najlepsza od-
pornoé¢. Dzialanie to wyzwala w organizmie,
W znacznym stopniu niezalezng od ogélno-
ustrojowej, miejscows reakeje immunologicz-
na (4, 6, 11). Stad tez sposrdd licznych metod
szczepienia zwierzat coraz wieksze zaintereso-
wanie budzi metoda aerozolowa, dzieki ktorej
pobudzeniu ulegaja komaorki plazmatyczne znaj-
dujace sie w blonie podSluzowej drég oddecho-
wych, majace zdolnogé wytwarzania przeciw-
ciat wydzielniczych IgA (6, 8). Obecnosé ich w
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sluzie stanowi pierwsza ochronng bariere przed
wtargnigciem wiruséw w glab organizmu.
Przeciwciala te wraz z dopelniaczem 1 lizozy-
mem nie dopuszezaja do namnazania sie wiru-
séw w komoérkach drég oddechowych.
Szezepienie poprzez blony sluzowe drog od-
dechowych pobudza réwniez mechanizmy od-
pornosci nieswoistej. Wykazano, ze namnoze-
nie si¢ w obrebie drog oddechowych do 10
dnia po podaniu szezepionki zywego, atenu-
owanego wirusa IBR stymuluje miejscowe wy-
twarzanie interferonu. Ponadto wprowadzenie
apatogennego wirusa poprzez blony S&luzowe
drég oddechowych wywohije synteze interfe-



