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Test zahamowania migracii

leukocytéw jako wskaznik

immunogennosci szczepionki przeciwko zakaznemu zapaleniu

nosa i tchawicy
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Lokalny charakter zakazenia wirusem zakaz-
nego zapalenia nosa i tchawicy bydia (IBR),
ograniczajacego sie zwykle do sluzowki drég
oddechowych sprawia, ze w odpornosci na nie
glowna role odgrywaja mechanizmy pdpornos-
ci miejscowej. Wiasciwym sposobem uzyskania
tej odpornosci jest uodpornienie droga donoso-
wa. Donosowe podanie atenuowane] szezepion-
ki pobudza miejscowe wytwarzanie interferonu
oraz lokalna odpowiedz immunologiczng, zwia-
zang zarowno z wytwarzaniem przeciwcial, jak
i odpornoécia komorkowa. Uodpornienie droga
domieséniowa silniej pobudza ogolna odpowiedz
immunologiczna, lecz réwniez przypuszezalnie
przez osiedlanie sig uczulonych limfocytow w
podsluzowee drég oddechowych moze przyczy-
niaé sie do pobudzenia odpornosci miejscowe]
(3). Szezegdlne znaczenie odpornosci miejsco-
wej nie oznacza jednak, ze odpornos¢ ogolna
nie odgrywa zadnej roli w przebiegu zakazenia
wirusem IBR, gdyz przeciweiala surowicy mo-
ga zarowno chronié przed wirusem, jak i prze-
dostawaé sie na powierzchnie blon sluzowych
skutkiem zmian przepuszezalnoSei naczyn
wlosowatych pod wplywem mediatorow odezy-
nu zapalnego. Stad przy ocenie immunogen-
noéci, bedacego w maszym posiadaniu, atenuo-
wanego szezepu wirusa IBR stosowano Zarows-
no uodpornianie donosowe, jak I droga do-
miesniowas.

Celem pracy bylo okreslenie w jakim stop-
niu badany szczep pobudza ogdlng odpowiedz
immunologiczna: humoralng i komorkowa. Od-
porno$¢ humoralna okreslano na podstawie
miana przeciweial neutralizujacych w surowi-
cy, a odporno$¢ komoérkowa na podstawie wy-
nikoéw tekstu hamowania migracji leukocytow
krwi obwodowej.

Material i metody

Badania przeprowadzono na 5 klinicznie zdrowych
cieletach rasy nizinnej czarno-biatej w wieku od 8 do
12 tygodni. U dwdch spofréd nich przed rozpocze-
ciem doswiadezenia stwierdzono obecnodé przeciw-
cial meutralizujacych wirus IBR. Cielgta uodporniano
dwukrotnie. Po raz pierwszy donosowo, podajac do
kazdego otworu npsowego po 1 ml szezepionki Po
dwu tygodniach wszystkim cieletom podawano do-
mieéniowo po 5 ml tej samej szczepionki. Krew do
badaf pobierano z zyly jarzmowej.

Przygotowanie jszezepionki, Szczepem wyjsciowym
do produkeji szczepionki byl 47 pasaz krajowego
atenuowanego szczepu  Wirllsa zakaznego zapalenia
nosa i tehawicy bydla oznaczony symbolem B-184/PL.
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Wirls namnpazane w hodowli nerki plodu bydia. Zbin-
ru wirusa dokonywano w 48 godzin po zakazeniu.
Piyn zebrany znad hodowli trzykrotnie zamrazano
i odmrazano i po odwirowaniu przechowywano w
temperaturze —20°C. Miano wirusa obliczone metoda
Karber wynosilo 10%3 TCIDsp/ml Kaida serig szcze-
pionki sprawdzano na jatowoscé.

Badania serologiczne. Poziom przeciweial okresla-
no metoda seronetralizacji (SN). Odczyn SN wyko-
nywano metoda alla uzywajac 10-krotnego rozcien-
eczenia wirusa oraz rowng objetosé surowicy w roz-
cieficzeniu 1:4. Miano przeciweial wyrazano w loga-
rytmach indeksu neutralizacjl

Wykonywanie odezynu zahamowania migraeji leu-
kocytow. Zawiesine leukocytow do wykonania odezy-
nu uzyskiwano wediug metody opisanej przez More-
no-Lopeza (5). Test hamowania migracji wykonywa-
no z uzyciern rurek kapilarnych, podobnie jak to
opigano w pracy Frymusa (2). Jako antygenu uiy-
wano wirusa szezepionkowego. We wstepnych pro-
bach okreslono miane wirusy, kiore nie wywolywalo
hamowania migracji leukocytow pobranych przed
ugdpornieniem, W probach kontrolnyeh zamiast anty-

genu  wirugowego  dodawano odpowiedniy  objetost
plynu znad nie rakazonei hodowli komorkowej. Ko-
mory z kapilarami inkubowano 18 godzin w lempe-

raturze 37°C. Strefy migracji odrysowywano na kalee
techniczne] z ekranu mikroskopu projekeyinego, wy-
cinano 1 wazono, Kazdy wynik byt srednig migracjl
z G kapilar. Procent migracji obliczano z WzOTW:
migracja w obecnoécei antygenu IBR
migracja w obecnosei antygenu kontrolnego

X100

Weyniki i omowienie

Uzyskane wyniki przedstawlono w tab. 1. Z
zachowania sie mian seroneutralizacyjnych
wynika, ze w dwa tygodnie po uodpornieniu
w surowicy wszystkich cielat wykazano obec-
no&¢ przeciweial anty-1BR. Nie stwierdzono
natomiast w tym czasie pobudzenia odpornoéci
komérkowei, czego wyrazem byl brak hamo-
wania migracji leukoeytow krwi obwodowej.
Druga domieéniowa dawka szezepionki spowo-
dowala podwyzszenie miana przeciwcial suro-
wiczych, ktore osiagnely najwyzszy poziom
miedzy 3 i 4 tygodniem od jej podania. Ha-
mowanie migracji leukocytow wykazano u
czterech sposrod pieciu cielat, u jednego po
2 tygodniach, a u trzech po 4 tygodniach od
domiesniowego podania szczepionki.

W przebiegu zakazenia wirusem IBR u byd-
la, podobnie jak ma to miejsce w innych za-
kazeniach wirusami Herpes, podstawowsg role
odgrywaja mechanizmy odpornosei komorko-
wej (1). Stad przy ocenie immunogennosci na
podstawie badan in vitro wazniejszymi niz po-
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Tab. 1. Odpowiedsz immunologiczna cielat uodpornionych donosowo i domie$niowo szczepem B-184/PL
wirusa IBR

Tydzied po uodpornieniu
Numer Przed Ly porenl
cielecia uodpornieniem 2 po 2 po 3 po 4 po 5 po
pierwszym drugim drugim drugim drugim
162 miano SN 0,8 2,8 3,2 3,2 3,0 2,2
% migracji 110 96 72 46 70 n.b.
163 miano SN 0 1,8 2,2 3,0 3,2 2,2
% migracji 117 97 110 105 56 n.b,
164 miano SN 0 1,2 2,8 2,2 2,2 1,2
% migracji 104 100 117 113 109 n.b.
15744 miano SN 0 2,2 3,2 4,2 3,2 2,2
% migracji 112 116 108 118 75 n.b.
15749 miano SN 1,0 2,0 2,2 2,8 3,2 2,0
% migracji 103 108 118 116 66 n.b.
Objasnienie: n.b., — nie badano.
ziom mian przeciwcial wydaja sie wyniki in- kazano natomiast zadnych objawéw pobudze-
nych proéb pozwalajacych okre§li¢ te odpor- nia odpornosci komoérkowej, mimo tego, ze po-

nos¢. Jednym z takich testow jest odczyn ha-
mowania migracji leukocytow krwi obwodo-
we], ktorego dodatni wynik wskazuje na poja-
wienie sie we krwi limfocytow, wytwarzajg-
eych pod wplywem antygenu szczepionkowego
limfokiny oddzialywujace na leukocyty obda-
rzone zdolnoscig ruchu. Za wskasnik reakeji
dodatniej przyjmuije sie  zwykle migracje
mniejsza niz 80% migracji w $rodowisku nie
zawierajacym antygenu (6, 9). We wstepnych
badaniach, podobnie jak w pracy Kantocha i
Wsp. (4), starano sie ustalie dawke wirusa nie
wywolujgeg samoistnego hamowania migraciji.
Napotkano jednak na trudnosci w jej okres-
leniu, gdyz dawki wirusa nieco mniejsze od
hamujgcych migracje wywolywaly pobudzenie
leukocytow. W zwiazku z tym w dalszych ba-
daniach stosowano dawki wirusa, ktore zwiek-
szaly migracje w porownaniu z antygenem
kontrolnym. Stad wartogé migracji przed wy-
stapienjem komérkowej odpowiedzi immunolo-
gicznej sa wieksze niz 100%. -

Przyczyna tego zjawiska Jest trudna do wy-
tlumaczenia. Pojawienie si¢ pobudzenia migra-
cji leukoeytéw zamiast hamowania w okresie
PO uodpornieniu jest przez niektérych uwazane
za wskaznik komérkowe odpowiedzi immuno-
logicznej, zwiazanej z wytwarzaniem limfoki-
ny zwanej czynnikiem pobudzenia migracji-
-MEF (8). Wobec tego, ze w naszych badaniach
podobnie reagowaly leukocyty od zwierzat
nieuodpornionych reakeje te traktowano jako
nieswoistg.

Z prac nad uodpornianiem donosowymi ate-
nuowanymi szezepionkami wirusowymi wyni-
ka, ze wyzwala ono podobng ogélng reakeje
immunologiczng jak uodpornianie domiegnio-
we (3, 5). Potwierdzone to zostalo we wlasnych
badaniach, gdyz u wszystkich cielat w dwa
tygodnie po uodpornieniu stwierdzono w suro-
wicy znaczne miana przeciwciat neutralizu jg-
cych wirus IBR. W tym samym czasie nie wy-
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jawia sie ona zwykle przed humoralng odpo-
wiedzig immunologiczna. Druga, domiesniowa
dawka szczepionki spowodowala wzrost miana
przeciweial neutralizujaeych w surowicy, a
takze wywolala reakeje komérkows u jednego
cielecia po 2 tygodniach, a u trzech dopiero
W 4 tygodnie po uodpornieniu. Jedno ciele,
mimo znacznego miana przeciweial surowi.
czych, nie wykazalo hamowania migracji leu-
koeytow do konca okresu obserwacii. Przy-
czyny takiego zachowania sie odpowiedzi im-
munologicznej nalezy prawdopodobnie szukac
we wlasciwo$ciach szezepu uzytego do sporza-
dzania szczepionki. Wobec tego, Zze inny pasaz
tego samego szczepu podany donosowo pobu-
dzal komérkows odpowieds immunologiczng
juz po dwu tygodniach (7) mozna Przypusz-
cza¢, ze w trakeie pasazowania .podlega on
zmianom antygenowym, dotyczacym. antyge-
now odpowiedzialnych za pobudzenie limfocy-
tow T. Z faktu, ze po kilku tygodniach ha-
mowanie migracji sié jednak pojawialo, mozna
jednak wnosi¢, ze zmiany antygenowe mialy
raczej charakter ilosciowy niz jakosciowy. W
tym czasie dochodzilo prawdopodobnic do na-
mnozenia sie w organizmie uodpornianych cie-
lat wirusa szezepionkowego i powstania wWys-
tarczajacej dawki hipotetycznego aniygenu
stymulujgcego odpornosé komérkows.

Z uzyskanych danych wynika wiee, Ze nale-
zy okreslié, ktore antygeny wirusa 1BR sg od-
powiedzialne za pobudzenie odpornosci komér-
kowej by méc kontrolowaé ich obecnosé w
trakcie pasazowania. Mozliwosé taka istnieje w
przypadku wirusa parainfluenzy-3, u ktérego
zdolnos¢ pobudzania odpornosei komorkowej
zalezy od ilosci wytwarzanej neuraminidazy
(3). Dopéki nie bedzie takiej mozliwogei w
przypadku wirusa IBR przy ocenie immuno-
gennosci szezepionki konieczne jest badanie
komérkowej odpowiedzi immunologicznej, gdyz
mimo zapoczatkowania wytwarzania przeciw-



Nr 12

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXVIII

cial neutralizujgcych wirus moze nie docho-
dzi¢ do pobudzenia komérkowych mechaniz-
moéw odpornosciowych.
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Illonneubeprep A., Ipanpora . — Tect 3aTOPMOIRE-
HUSL MUrPalMy JIEAKONMTOB KaK M0Ka3arTelb UMMy0-
IeHHO0CTH BAKHMHBI ODPOTHBE MHMEKNMOHHOTO BOCHATE-
HMA HOCa ¥M TpaxeH KPYNHOro POraTeroe CKoOra

Tlens HMCCTEAOBAHMI COCTOANA B ONDEJENenVn MMMY -
M3MPOBANHEIX CBOMCTE OAHOrO M3 nacecayceil arren-
IOMPOBAHHOID HITAMMa BHMPYCa IBR. TenaT HMMMyHNM3IM-
pOBany BHYTPb 11004 1 BHYTPUMBIILEHIO BAKIMHON,
HMATOTORJIEHHOM M3 2TOro IITamMma, MMMyHH3aATIMA BhI-
3pana XOPoIno Bhiparsentbiil TYMODANLUBIH MMMy IO~

HorwTeckuil oTReT, KISTOMNIBNT FKe MMMYHMTET, Ompe-
AeJsgeMblil 1a ocHOBE TOPMOXEHMH MUTpALT NedKo-
wiTon mepychepuyecKali KpoBM, NOABIAJICH IMITL e~
pes HecKOIbKO Henedb. B CcpA3M C TEM, 7O PYTOI
HacCazg TOTO e CAMOIO nTamma BO30yIRAal KIeTo'l-
HBIi MMM YHOJIONINECKI OTERT 3UAMMTENbLIO PaAHBINE,
BLIPASICT TIREITON0NKEHEe, YITo NOCIIen0BadH KOMTIe-
CTReHIILIC AnTUretlibie uIMenennH U!i'p__'\-’C':l. Wz I‘lpDBE-
ACHILIX MECHIe0BalMi BLITEKELT, 1T0 Heobxo MMbl MC-
CARNOBANMA KJETOUIOTD MMMYHOJOIMHIeCKoro OTBETA
apy ONPeACIenifin HMMYHOTeILIOCTIT BAKIIILL

Schollenberger A., Prandota J. — Leukocyte migra-
tion test as an indicator of immunogenicity of IBR
vaccine

The purpose of the work was to determine the
immunological properties of an attenuated strain of
IBR virus. Calves were immunized intranasally and
intramuscularly by a vaccine prepared ol the afore
named strain. Immunization evoked a good humoral
response but cellular immunity, determined by leuko-
cyte migration inhibition test, cccurred only after
several weeks. As an other passage of the same strain
induced cellular response much earlier than the afo-
reging, the authors concluded that same guantitative
changes in the antigenic structure had to take place.
The results indicate that in case of vaceine evaluation
cellular response should be examined as well.
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Zastosowanie ,testu jaderkowego” limfocytow w diagnostyce

biataczki limfatycznej v kur

zaklad Choréb Drobiu Wydziatu Weterynaryjnego SGGW-AR,

ul. Grochowska 272,
zaklad Fizjopatologil Instytutu Hematologii, ul. Chocimska 5,

W przebiegu biataczki limfatycznej u kur
nie stwierdzono dotychczas charakterystycz-
nych dla tej choroby zmian W elementach
komorkowych krwi.- W obrazie hematologicz-
nym- obserwowano wystgpowanie niedojrza-
tych form, szczegdlnie duzych' limfoblastow
i duzych limfocytéw. W komérkaeh ~tych
stwierdzono wypustki lub intensywnie bar-
wigcy sie waski ragbek cytoplazmy wokot
duzego jadra o gabezastej strukturze. Zmiany
te podobnie jak spadek liczby erytrocytow
i leukocytoza, maja charakter przejsciowy
i zaleza od okresu choroby (1).

7 dotychczasowych badan wiasnych wynika,
ze choroby kur o wirusowej etiologii atakuja-
ce uklad limfatyczny powodujg wyraznie ja-
kosciowe i ilosciowe zmiany w jaderkach lim-
focytow krwi obwodowej. W $wietle tych ba-
dan na szezegblng uwage zasluguja zmiany w
jaderkach limfocytow krwi obwodowej kur
chorych na bialaczke limfatyczng (4). Wyniki
tych obserwacji zdaja sie wskazywac, ze ocena
morfologicznych zmian jaderek w limfocytach
(tzw. test jaderkowy) stanowi nowy element
w przyzyciowej diagnostyce tej choroby. Jest
to stosunkowo prosta metoda, dajaca obiek-
tywne wyniki.
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Celem pracy bylo zbadania przydatnosci tes-
tu jaderkowego do eliminacji ze stada ptakow
chorych na bialaczke limlatyczng przed wysta-
pieniem 1 nich objawow klinicznych, a. nas-
tepnie niedepuszezenie ich do rozrodil. Poste-
powanie takie mogloby pozwoli¢ na przerwanie
pionowej, a wigc glownej drogi rozprzestrze-
niania sie hialaczki limfatycznej u kur (2, 9).

Materiat i metody

Badania przeprowadzono w fermie zarodowej, w kto-
rej u kur rasy Sussex (Sx 44) wyslapila enzootia
trzewnej formy bialaczki limfatyeznej o smiertelnosci
12,2%, zagrazajaca koniecznodeia likwidacji rodu. Ba-
daniami objeto 336 niosek W wieku 35 tygodni ze
stadek hodowlanych bedacych w szezyeie choroby.
Diagnostvka bialaczki limfatycznej zostala oparta na
badaniach anatomopatologicznych i histopatologicz-
nych wyeinkéw narzadow nowotworowo zmienionych
od wszystkich kur padlych, Wszystkie wyniki po-
twierdzily rozpoznanie bialaczki limfaiycznej. Testem
radiodyfuzii w Zelu agarowym wykluezono chorobeg
Mareka.

Wyeliminowane na podstawie Jlestu  jaderkowego”
nioski bvly izolowane w oddzielnym pomieszezeniu
i pozostawaly pod vhserwaeia do czasu zejécia Smier-
telnegn. Rownoczesnie wyeliminowano z hodowli ca-
te potomstwo (jaja, embriony, kurezeta) od tej grupy
niosek. Pozostale nioski, u kiorych test jaderkowy
nie wykazywal wzrostu odsetka odsetka limfocytow
z jaderkami akiywnymi pozostawiono do dalszego cy-
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