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Summary

Evaluation of immunogenic properties of adenoviral vacci-
ne , Adenovac 2”

The observations were done on calves immunized once
or twice with the ,Adenovac 2” in various seasons. The
immunogenic properties of the vaccine were evaluated in
the SN test on a primary bovine fetal kidney cells. Totally
286 sera of immunized animals collected every 10 days by
30 days from animals immunized once and for 66 days
from animals immunized twice were examined. It was
found that vaccination induced a high level of neutralizing
antibodies (titres from 625 to 2125). A high level of anti-
bodies persisted for 3 weeks after a single and for about
2 months after a double injection of the vaccine. Season
does not affect the immune reactivity of the calves.

Rola adenowiruséw jako czynnika etiologicznego cho-
réb ukladu oddechowego, a niekiedy pokarmowego byd-
ta zostala potwierdzona przez wielu autoréw (11, 12, 17,
18, 19, 20). Szerokie rozprzestrzenienie tych zarazkow,
szezegblnie wiréd mtodych cielat w hodowlach wielko-
stadnych w Polsce (1, 7, 16) 1 na $§wiecie (5. 8, 10, 17,
21, 24), stanowilo przestanke do podjecia préb ocenv
immunogennosdci inaktywowanej szezepionki adenowiru-
cowej opracowanej we wlasnym zakresie. Szezepionka
ta okreslona wstepnie jako , Adenovac 2” przebadana
hvla uprzednio na matej grupie zwierzat laboratoryi-
nyeh i cieletach na nieszkodliwosé 1 immunogennosé (22).
Celem uzyskania bardziej miarodajnych i obiektywnych
wynikéw przeprowadzono rozszerzone badania w wa-
rurnkach terenowych, §$ledzage dynamike narastania
swoistych przeciwcial neutralizujacych po immunizacji
cielat opracowana szczepionkg.

Material i metody

Szczepionka. W badaniach uzyto inaktywowanej for-
maling 1 adsorbowanej na wodorotlenku glinu szczepionki
.Adenovac 27 (22). Szczepionke te przygotowano ze szczepu
izolowanego w Polsce od chorych cielat (6). Zostal on ziden-
tvfikowany jako serotyp 2 adenowiruséw bydla i atenuowa-
ny poprzez 40-krotne pasaze na hodowli komoérek nerek cie-
Iat (23).

Zwierzeta. Do immunizacji uzyto cielat w wieku oko-
o 3—4 miesiecy. Zwierzeta pochodzily ze skupu z gospo-
darstw indywidualnych wojewddztwa olsztynskiego. Przed
immunizacja cieleta przeznaczone do badan dzielono na
dwie odrebne grupy po okolo 10 sztuk w kazdej. Doswiad-
czenie prowadzono w ciagu 3 lat w rdinych porach roku,
tzn. w lecie, zimie, na przelomie jesieni i zimy oraz na
przelomie zimy i wiosny. Cieleta podezas prowadzonvch ba-
dan byly pod nadzorem stuzby wetervnaryinej. W miare
wysiepowania objawéw chorobowych nie zwiazanych z prze-
prowadzona immunizacja poszczegbdlne zwierzeta byly le-
czone antybiotykami, witaming C oraz Boviglobina.

Immunizacja cielat. Zwierzeta immunizowano
dwoma sposobami. Jednej grupie cielat podawano szczepion-
ke domiesniowo w ilosci 5 ml jednorazowe. a drugg grupe
rewakceynowano w ten sam sposdéb po 10 dniach od pierw-
s7e} iniekecii. Kontrolne surowice otrzvmano od cielat przed
rozpoczeciem immunizacji. Krew pobierano przecietnie w
odstepach 10-dniowych do 30 dnia w przypadku jednora-
zowej immunizacji i do 66 dnia po dwukrotnej.

Ocena immunogennos$ci. Immunogennoéé szcze-
pionki |Adenovac 2” oceniano testem seroneutralizacji (SN).
Surowice przeznaczone do badania byly inaktywowane w
emperaturze +56°C przez 30 minut i przechowywane w
temperaturze chlodni (+4°C) lub w zamrazarce (—20°C)

w zaleznosci od terminu wykonywanych badan. Odeczyn SN
przeprowadzano w pierwotnej hodowli komérek nerek plo-
dow bydlecych metoda beta — uzywajac statej dawki wi-
rusa — 100 TCID;,.

Wyniki opracowano stosujac metode Reeda i Muencha (18),
miano surowic wyrazajac w SNDj,.

Ogo6lem przebadano 286 surowic pochodzacych od 79 cie-
1at.

Wyniki i oméwienie

Wymniki z przeprowadzonyvch badan, zawarte w tabe-
lach wykazuja, ze zwierzeta poddane doswiadezeniu nie
zetknely sie weze$niej z adenowirusem serotypu 2. W zad-
nej z badanych surowic nie stwierdzono bowiem swoi-
stych przeciwcial dla tego serotypu w mianie powyzej 5
i to bez wzgledu na pore roku (tab. 3 i 4). Fakt ten umo-
zliwil miarodajna ocene witasciwoéei immunogennych
preparatu. Wielu bowiem autoréow przy stwierdzaniu
wvsokich mian przeciwcial w surowicach kontrolnych
dla adenowirusdow rezygnuje zwykle z wyciggania wnio-
skéw co do wartosci immunogennej szczepionki (13).

Wyniki zestawione w teb. 1 1 2 wskazuja na stosun-
kowo szybkg reaktywno$é u cze$ei immunizowanych
zwierzat. Juz po 10 dniach od pierwszej iniekcji wiek-
szo§¢ cielat odpowiedziala na antygen wytworzeniem
przeciwcial neutralizujacych. Na uwage zasluguje jed-
nak duzy rozrzut warto$ci mian przeciwcial u poszcze-
gblnveh zwierrat przetrzymywanych w tych samych
grupach i warunkach; az 16% cielgt nie zareagowalo na
podany preparat po 10 dniach, co wyrazone bylo mia-
nem ponizej 5, a u 14,5% cielat miano wynosilo zaled-
wie 5. U pozostatych matomiast zwierzat poziom prze-
ciweial byt wyraznie podwyzszony 1 przekraczat w kil-
ku przypadkach warto$§¢ 125. Tak niejednorodny obraz
stanu odpornosci humoralnej po zastosowaniu tego sa-
mego preparatu mogt byé spowodowany zréznicowanym
stanem ukladu odpornoéciowego poszezegdlnych osob-
nikéw.

Analizujac wyniki zestawione w tab. 3 1 4 mozna za-
uwazyt w tym zakresie takze niewielkie réznice w za-
leznodei od pory roku. Najmniej reaktywne w pierwszej
fazie pohudzenia immunologicznego zwierzeta obserwo-
wano na przelomie jesieni i zimy, bo prawie u »nolo-
wy badanvch cielat nie zauwazono wzrostu poziomu
pnrzeciweial po 10 dniach od iniekeji w mianie powyze]j
5. W poréwnaniu do analogicznych wynikéw przepro-
wadzonych przez nas uprzednio na malej grupie zwie-
rzat immunizowanveh takze szczepionka ,,Adenovac 27
(22), stwierdza sie do§é istotne réznice w pobudzeniu od-
pornofei humoralnej bezposrednio po podaniu prepa-
ratu. Miano bowiem po 7 dniach po uodpornianiu wy-
nosilo wowezas u wszystkich zwierzat 280, co mnalezy
wigzaé z dzialaniem anamnestycznym szczepionki (mia-
na surowic kontrolnych wynosity 56) u wszystkich ba-
danveh cielat.

Immunizujac zwierzeta jednorazowo (tab. 1) mozna
byvlo zacbserwowaé maksymalnie wyscokie miana suro-
wic po 20 dniach od iniekeji. Wartodei ich mieseily sie
w przedziatach od 75 do 625. U 5 cielat sposréod 52 sztuk
badanych obserwowano wzrost miana do 625. U wiek-
szogei jednak zwierzat miana te wynosity 125. Litvinov
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Tab. 1. Miana surowic (SNDjsg) cielat immunizowanych jednokrotnie szczepionka Adenovac 2

Ogélna Dni Liczba surowic w mianie:

liczba po immu-

surowic pomzacji <5 5 >5 25 > 25 125 > 125 625 > 625
59 0 %3 15 - S — — — — —a
43 10 6 it 5 a3 6 '3 2 — =
52 20/ — —_ — 1 15 16 15 o —_
27 30 — — 1 8 i16 2 —_ — .

Tab. 2. Miana surowic (SNDsp) cielgt immunzowanych dwukrotnie szczepionka Adenovac 2

Ogolna Dni po immunizacji Liczba surowic w mianie:

liczb,

surowic 1 I <5 5 >5 25 >25 | 125 | >125 | 625 | >e625%
20 0 ' 0 i 3 — —_ —_ — —_ 5 =
19 10 1] "4 1 6 A 2 1 1 — ==
19 20 10 - — — — 2 7 4 —_ 5
17 30 20 — — — 1 2 6 | 6 — 2
10 38 28 — 1 — 1 3 1 1 2 1.
10 52 42 — — — 2 3 2 2 —_— 1
10 66 56 1 — - — — 4 4 1 —

Objasnienie: * — miano nie przekracza 3125.

Tab. 3. Miana surowic (SNDj) cielat immunizowanych jednokrotnie szczepionka Adenovac 2 w réznych porach roku

bora O;g(’)l»na Dni | Liczba surowic w mianie
roku liczba po immu- y 2 " Sk or . - oy i
surowic nizacii = 5 5 >5 25 > 25 125 -2k 57 625 > 625
o 20 0 15 5 = - o e ‘ - — _
g 10 10 1 1 2 4 1 1 = == =
S 23 20 — = — — 8 9 | 4 2 —
10 30 — | — 1 3 5 1 | = — i
| ] I
£ 29, 0 23 6 — — = = — = —
<8 & 23 10 4 6 2 5 3 2 1 — —
N g N 17 20 — — — — 3 3 9 2 =
T 7 30 — - — 3 4 — —x — =
10 0 6 4 — — — — i — _
< 10 10 1 1 1 5 2 = — i —
6| 12 20 — — —_ 1 4 B 2 1 —_
10 30 — — _— 2 T 1 —_— — —

i wsp. (1) podajac jednokrotnie inaktywowang szcze-
pionke, uzyskang z adenowirusa bydla serotypu 10,
osiagneli najwyzszy poziom przeciweial po 28 dniach od
iniekeji, przy czym nie przekraczal on wartoSci 25.
Bengelsdorff i wsp. stosujac jednokrotnie szczepionke
poliwalentna, zawierajaca miedzy innymi adenowirusy
bydlece serotypu 1 i 3, uzyskali maksymalny wzrost
mian przeciwcial neutralizujaeych 71 dla serotypu 1 141
dla serotypu 3 po 3 tygodniach od immunizacji (4).
Po miesigcu od szezepienia wystepowalta tendencja
spadkowa w poziomie mian badanych surowic: utrzy-
mywaly sie one powyzej 25, ale nie przekraczaly 125.
Ten krotki okres utrzymywania sie wysokiej koncen-
tracji przeciwcial wydaje sie by¢ wystarczajacy do za-
bezpieczenia cielgt na czas niezbedny do przeprowadze-
nia koniecznych niekiedy zabiegéw zoohigienicznych.
Tabela 2 przedstawia dynamike wytwarzania przeciw-
cial u zwierzat poddanych dwukrotnej immunizacji. Juz
po 10 dniach od drugiej iniekcji mozna bylo zaobserwo-

waé znaczne pobudzenie humoralnego mechanizmu od-
pornoéciowego, wyrazone podwyzszonym mianem prze-
ciwcial neutralizujacych, ktére u poszezegoélnych zwie-
rzat wynosito 3125. Na tak wysokim poziomie miana te
utrzymywaly sie u pojedynczych osobnikéw do 52 dnia
od pierwszego podania szezepionki. Wysoki poziom
przeciwcial utrzymywat sie do konca przeprowadzanego
eksperymentu, tj. do okolo 2 miesiecy od rewakcynaciji.

Wysokie miana surowic u zwierzat po zastosowaniu
dwukrotnego uodporniania otrzymali takze inni auto-
rzy (2, 14, 15). Wyniki zestawione w tab. 2, dotyczace
stanu odpornosci cielat po dwukrotnej immunizacji, wy-
kazuja znacznie dluzsze niz w poréwnywanych pracach
utrzymywanie sie wysokiego poziomu przeciweial; po 66
dniach od pierwszego szczepienia miana wiekszosci su=
rowic wynosity od 125 do 625. Podobne utrzymywanie
sie wysokiego stezenia przeciwcial obserwowano uprzed-
nio (22) po trzykrotnym podaniu szczepionki. Obecnie
uzyskane wyniki przemawiaja zatem za dwukrotnym
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Tab. 4. Miana surowic (SNDs) cielat immunizowanych dwukrotnie szczepionka Adenovac 2 w réznych porach roku

Ogélna . Dni po _ Liczba surowic w mianie:
Pora liczba immunizacji

roku Surowic - | = <5 5] >5 25 > 25 125 > 125 625 > 625 %

10 0 0 B 2 — — _— — — —

2 10 9 0 1 1 2 2 1 — — i

s 10 20 10 — — = — B 2 — 3

i 30 20 —_ —_ — — 2 5 — =5

E 10 0 0 A 1 — — — — — —

g 2 9 10 0 3 2 — — 1 — —_

g ; 9 20 10 — —_ — 4 2 2 — 1

. 10 30 20 — — 1 2 4 1 —_ 2

i!‘-.‘f% 10 38 28 — 1 1 3 by 1 |2 1

g 10 52 42 — — 2 3 2 2 =il 1

R 10 66 56 g — . —_ 4 4 1 —_

Objasnienie: * miano nie przekracza 3125.

stosowaniem preparatu, co jest korzystniejsze ze wzgle-
dow ekonomicznych.

Poréwnanie immunogenno$ci badanej szezepionki
,,Adenovac 2” z innymi preparatami adenowirusowymi
jest trudne ze wzgledu na nieliczne badania prowadzone
w tym kierunku.

Reaktywno$é immunologiczna zwierzat w warunkach
terenowych zalezy, szczegélnie w hodowlach wielkostad-
nych od bardzo wielu czynnikéw zewnetrznych, miedzy
innymi od stanu utrzymania, zywienia i warunkéow kli-
matycznych (3). Stad tez wydawalo sie celowe przepro-
wadzenie doswiadczen na cieletach w réznych porach
roku.

Wyniki zestawione w tab. 3 1 4 nie wskazujg jednak
na wystapienie istotnych roéznic w reaktywnosci cielat
w zalezno$ci od czasu przeprowadzonej immunizacji.
Stabsza stosunkowo odpowiedz immunologiczng na ba-
dany preparat zaobserwowano po jednorazowym szcze-
pieniu w okresie letnim (tab. 3), co nalezy tlumaczy¢
wystapieniem ciezkiej biegunki spowodowanej czynnika-
mi Zywieniowymi.

W grupie cielat immunizowanych dwukrotnie, badanie
w lecie prowadzono tylko do 30 dnia od pierwszej iniek-
cji, ze wzgledébw organizacyjnych zaistnialych na fer-
mie doéwiadczalnej. Obserwacje poczynione po dwukrot-
nej immunizacji na przetomie zimy i wiosny (tab. 4)
wskazujg na podobng dynamike wytwarzania sie ich jak
w grupie badanej latem.

Zastosowany test SN do oceny wartosci immunolo-
gicznej szczepionki , Adenovac 2”7 pozwolit wykazaé
wystepowanie wyjatkowo silnego pobudzenia odpornosci
humoralnej u uodpornianych zwierzat. Wediug Biirkie-
go (9) jedynie ten test jest najbardziej miarodajny do
oceny odpornosci indukowanej szczepionkami adenowi-
rusowymi. Dla pelnej jednak oceny efektywnosci szcze-
pionki ,,Adenovac 2” celowym wydaje sie przeprowadze-
nie dodatkowych badan, z uwzglednieniem proéby ,,chal-
lenge”.

Wnioski

1. Inaktywowana szczepionka ,,Adenovac 2” induku-
je u cielgt immunizowanych jedno- i dwukrotnie dobrag
odpornos¢ humoralng, wyrazong wysokimi mianami su-
rowic.

2. Jednorazowa immunizacji szczepionksg ,,Adenovac
2" skutecznie zabiezpiecza cieleta na okres 3 tygodni,
co jest szczegdlnie zalecane przy naglych zmianach wa-

runkow bytowych zwierzat.
3. Szezepionka , Adenovac 2” moze by¢ stosowana bez
wzgledu na pore roku.
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Celem jak najlepszego wykorzystania okresu pa:.;twi_sko—
wego przy$pieszano porody podajac krowom domleé_mowo
25—30 mg syntetycznego deksametazonu o przedh_z.zonym
dzialaniu. Jezeli poréd nie wystapit w okresie 9 dni poda-
wano domieéniowo 500 ng cloprostenole. U czgsci krow po
deksametazonie rozwing! sie zespdl zapasci cechujacy sig
otepieniem, depresja, odwodnieniem, wodnistg bl_egunk_a
i ustaniem ruchéw zwacza. W miarg ToZWOju oquwow kli-
nicznych cieptota wewngtrzna spadala ponizej nermy.
U 16 z 17 krow z objawami syndromu badania wykazaly
neutrofilie. Z mleka 19 z 32 krow z objawami §yn_drom}:
wyizolowano bakterie gram ujemne, W tym Escherichia coli,
Acinetobacter calcoaceticus i Pseudomonas sp. G



