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wtretowych. W makrocytach sztucznych hc-
dowli beck, zakazonych wirusem aps, stwierdza
sie oprécz jadra cialo wtretowe zlokalizowane
w plazmie komorek. Ciala te zlozone sg z takiej
samej substancji jak jadro (DNA, Feulgen )
i pojawiajg sie w rozwinietym stadium zakaze-
nia. Podobne twory stwierdza sie takze w ko-
morkach zakazonych.

Ponadto prowadzone sg badania nad odpor-
noscig §win na aps. Dotychczas nie osiggnigto
znamiennych wynikow. Weczedniejsze proby
uzycia szczepionek zawierajgcych zywy, osla-
biony wirus do czynnego, zapobiegawczego
szczepienia §wiflh — nie powiodly sie. Trudno$ci
te zwigzane sg gléwnie z niekorzystnymi wlasci-
wosclami immuno-biologicznymi wirusa aps,
ktory — jak juz wiadomo — ma mate wiasci-
wosci uodparniajace, mimo duzej zjadliwosci
i inwazyjnosci. Brak swoistych przeciwcial neu-
tralizujgeych wirus ap$ w surowicy swin zaka-
zonych warunkuje ponadto mozliwos¢ czgstego
powstawania diugotrwalego nosicielstwa i siew-
stwa wirusa przez $winie. Swinie takie nie na-
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bieraja jednak odpornosci — mimo, ze niektdre
z nich sg okresowo niewrazliwe na sztuczne za-
kazenie wirusem aps. Istota tej opornosci nie
jest blizej znana. By¢ moze, ze gra tu role in-
terferon.

Fakty te wskazuja, ze aczkolwiek aps jest
w zasadzie zarazg znacznie wolniej szerzgcg sie
niz np. pryszezyca, to jednak ze wzgledu na nie-
kerzystne wlasciwos$ei wirusa nalezy ona do
grupy trudnych do zwalczania, a przez to nie-
bezpiecznych, zaraz zwierzecych. Poglad ten
znajduje potwierdzenie w fakcje, ze rzadko kté-
remu krajowi udalo sie dotychezas zwalczy¢ za-
raze po znacznym jej rozprzestrzenieniu sie na
obszarze danego kraju. Tym wiekszy musi by¢
przeto wysitek stuzby weterynaryjnej naszego
kraju, aby nie dopusci¢ do zawleczenia zarazy,
a w przypadku ewentualnego stwierdzenia po-
jedynczych jej ognisk — do jej rozprzestrzenie-
nia sie.

Adres autora: prof. dr Henryk Janowski,
Partyzanlow 55, Instytut Weterynarii.
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Stwierdzenie przez Sellersa (15), a nastepnie
Bachracha i wsp. (3) moznoSci namnazania
wirusa pryszezycy w hodowli komérek nerko-
wych Swini i cielecia polgczonego z wystepo-
waniem efektu cytopatogennego, spowodowalo
w szybkim czasie wprowadzenie tej nowej
techniki do prac badawczych nad wirusem
pryszczycy. Mozliwos¢ wyprodukowania ta-
niej szczepionki p/pryszczycowej bez uzycia
bydla, sktonila liczne laboratoria do podjecia
badan nad namnazaniem wirusa pryszczycy

in vitro (Dinter, Wesslen — 4, Mazzarachio
i wsp. — 12, Armbruster i wsp. — 2, Ubertini
i wsp. — 17, Leunen i wsp. — 9, Anchew

i wsp. — 1, Muntiu i wsp. — 13).

Celem niniejszej pracy bylo przygotowanie
szczepionki  p/pryszczycowej z  krajowych
szezepdw wirusa pryszezycy, hamnozonych
w hodowli komoérek nerki cielecia oraz spraw-
dzenie jej whasciwos$ci immunogennych.

Materiat i metody

Hodowla komoérek nerkowych. Do za-
kladania hodowli stuzyly komorki nerki cielecia uzys-
kane w procesie {rypsynizacji Komorki zawieszano
w roztworze z dodatkiem 0,5% hydrolizatu lactalbu-
miny, 10% surowicy bydlecej oraz antybiotykow:
penicyliny 100 j/ml i streptomycyny 100 mecg/ml.
Zawiesine komoérkowa o koncentracji 200.000—300.000
komérek w ml rozlewano do butelek Roux. Jednolity
poklad komoérkowy osiggano po 4—6 dniach wzrostu

hodowli w 37°C, po czym — po zmianie plynu wzro-
stowego na utrzymujacy (roztwér Earla bez dodatku
surowicy) — hodowle zakazano.

Wirus. Do zakaZania hodowli komoérkowych zo-
staty uzyte trzy typy wirusa pryszezycy: wirus typu A
— szczep RM/53, wirus C — szczep S/66 i szczep N/64
oraz wirus typu O — szczep St/62. Zarazek byt
uprzednio adaptowany do hodowli komoérek nerko-
wych cielecia i przeszedt przez kilka pasazy. Miano
uzytego szczepu wynosito co najmniej 107, Po 18—24
godzinach wzrostu w 37°C, gdy efekt cytopatogenny
byt calkowity, badZz prawie kompletny, zawiesine
zlewano, pozostawiajac ja w lodéwcee w 4°C do czasu
ckreslenia miana infekcyjnosci (6) podanego w ta-
beli 1 oraz wykonania odczynu wigzania dopelnia-
cza (8).

Szczepionka. Przygotowana szczepionka zawie-
rala 60% zawiesiny wirusa o mianie co najmniej 107
TCIDsi/ml. Zarazek adsorbowany byl na 2% roz-
tworze wodorotlenku glinu, ktérego zawarto§¢ w
szczepionce wynosita 38%. Inaktywacja przebiegala
w cieptocie 25° w ciggu 48 godzin, po uprzednim do-
daniu 0,05% formolu. Szezepionki nr nr C, i C; nie
zawieraly saponiny. Seria C; otrzymala 0,5%0 sapo-
niny (jako adiuwaniu), w pozostalych szczepionkach
oznaczonych symbolami Cg, Cyg, Oy, Ay i Ay doda-
tek saponiny wynosit 1,0%o

Zwierzeta doswiadczalne. Badania nie-
szkodliwosci i skuteczno$ci szczepionki przeprowa-
dzono na bydle nizinnym czarno-bialym, w wieku
1—2 lat. Przy badaniu nieszkodliwo$ci szczepionke
stosowano w dawce 25 ml podskérnie do faldu szyj-
nego oraz 5 ml w blone §luzowg jezyka. W badaniu
skutecznosci szezepionki stosowano rézne dawki
uodporniajgce (tabela 2 i 3).

Po uplywie 21 dni od zastosowania szczepionki
zwierzeta uodpornione oraz kon#rolne poddawano
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zakazeniu wprowadzajgc podsluzéwkowo 10.000 IDs,
homologicznego szczepu wirusa pryszezycy. Szcze-
pionke przygotowana z wirusa typu A przebadano
réwniez mna dtugotrwaltosé odpornosci. Wyniki za-
mieszcza tabela 3. Badanie przeciwcial zobojetnia-
jacych z surowicami bydia uodpornionego szczepion-
kami typu A przeprowadzono metoda stalych dawek
wirusa (500 TCIDs/ml) i wzrastajaeych rozcien-
czen surowicy przy wspoOlczynniku rozeienczenia 2 (18).

Wyniki

Przygotowano kilka serii do$wiadczalnych
szczepionek typu A, C, O z wirusa namnozo-
nego w hodowli komoérek nerki cielecej, ktore-
go miana infekcyjne przedstawia tabela 1

Tab. 1.
. Nr X . | Log. miana
Typ Wirusa | g o enionki| N PASaZU | pCIDgg/ml
Wirus C
szezep S-60 C—2 7 .13
” ,, C—3iC—4 8 8,17
szczep N-64 Cc—8 10 7,63
o Cc—10 VR AT
Wirus O
szczep St-62 0-12 8 8,0
» 3 0—21 10 7,38
. ’ 0—24 13 7,17
2 tH) 0-25 14 7,5
Wirus A
szczep RM-53 A—19 10 7.5
2 i3] A_20 13 8.32

Wszystkie szczepionki badane na bydle oka-
zaly sie nieszkodliwe.

Szezepionka nr Cs bez dodatku saponiny oraz
.szczepionka C; z dodatkiem 0,5% adiuwantu
nie wykazaly wlasciwosei uodporniajgcych.
Zwiekszenie zawartosci saponiny do 1% spo-
wodowato wzrost mocy immunogenne] wirusa
i podniesienie stopnia odporno$ci u bydta.

Szczepionki saponinowe typu C nr 8 i 10
oraz typu O wykazaly wlasciwo$ci uodpornia-
jace. Bydlo zakazone 10.000 IDso wirusa homo-
logicznego 21 dni po zaszczepieniu dawka 5 lub
Iub 10 ml bylo ochronione przed uogoéinionym
procesem chorobowym. Szczegélowe wyniki
ilustruje tabela 2.

Szczepionki typu A nr 19 i 20 z dodatkiem
1%0 saponiny wstrzykniete w dawce 5 ml,
wykazaly wysokg wartos¢ uodporniajgeg. U
zadnego zwierzecia nie stwierdzono po ich za-
kazeniu najmniejszych $ladéw chorobowych.
Miano przeciwcial zobojetniajgcych wynosito
2,31—2,37 log i nie ustepowalto mianu stwier-
dzanemu w surowicy bydla uodpornionego
szczepionkg przygotowang z wirusa natural-
nego. Szczepionka ta uzyta do kontroli trwa-
tosci odpornosci potwierdzita réwniez wiasci-
wosci uodparniajgce. W trzy miesigce po szcze-
pieniu wszystkie 4 szczepione zwierzeta wy-
kazaly pelng odporno$¢ na zakszenie, przy
uogbdlnionym procesie chorobowym u bydia
kontrolnego. 'W 5 miesiecy po uodpornien u,
u jednej jaléwki nastgpilo przetamanie odpor-
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nosci. Miano przeciweial zobojetniajacych u
tego zwierzecia wynosito 0,5 log., podczas gdy
u dwoch pozostalych w tej grupie utrzymy-
walo sie jeszcze na poziomie 1,43 i 1,95 log.
(tab. 3)

Tab. 2.
o | 3 Wyniki
] = =] .|
g fe gﬂé Zawar- | B E‘s’ g;;:
o= ~ s o
& |zalds tosc Ea E‘; ¢o| Zwierzeta
5 2 gu‘@ 82 _|sapominy| = |25 ©¢ | kontrolne
N (8 NSQ o |Bwm| Hm
s |Aa0s30 mNE|IpY |
Cc—2 |20 | 21 |bez — 4 | — | uogdélniony
|5 21 |saponiny| 1 3 | — | proces
| chorobowy
c—3 |20 21 | bez — 3 | — | uogdblniony
10 21 |saponiny| 1 1 1 | proces
5 21 —_ 2 1 | chorobowy
2,5 21 — 2 1
s 1 21 = — 3_‘_;‘
—4 |20 | 19 |05 ‘ 1| 1| 1| uogélniony
10 19 | promil 1 1 1 | proces
5 19 1| — 2 | chorobowy
2,6/ 19 | 1| —| 2
o a9 ) 1] 1] 1
1
c—8 |10 21 |1 promill 2| 1| — | uogdlniony
| 5 21 ‘ 2| 1 \ — | proces
| | chorobowy
C——10‘ 10 | 21 |1 promil| — | 3 \ — | uogolniony
| b 21 |» = 3 | — | proces
P | ‘ _ ‘ | chorobowy
I |
0—12’ 10| 21 ‘1 promil| 1| 2| — | uogoélniony
} 3 21 1 2 | — | proces
| ‘ chorobowy
Tab. 3
N @ Wyniki |
2 o B g oo ]
B S5 | tose | B |28 & K¢ |B
o o) 1 R o 5 .
N 2 |saponiny| g % SE'E g2 ‘bo
R |38 o Q& b (B a® 2 0 oz
@i Q03| (@ Nt‘gf N2 Ay
A—18{ 5 21 | 1 promil| 4 | — — | uogéln. | 2,31
| proces
| | | chorob. |
A—26| 5| 21 |1promil| 3| — | — | uogéln. |2,37
‘ proces
| ‘ ‘ chorob. |
A—19 5 21 1 promil} — | — — | uogéln. | 1,60
5 60 1 3 | — | proces |1,80
5 90 4 | — | — | chorob. | 1,33
5 | 150 —_ 2 1 1,28

Omodéwienie
¥ trzech typow wirusa pryszczycy uzytych
do produkeji szezepionki najwyzsze wiasciwosci
uodpornizjgce posiadal zarazek typu A. Po-
tirrdz 1 to wysoki stopi:n ochrony uodpor-
1 ogo byula oraz duzy poziem przec wel
rowicy  szez pionych

ajiych  w

. godnie z wynikaml wielu autoréw (1, 4,
7, 9, 10, 12, 17, 19) stwierdzono mozliwose
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przygotowania aktywnych szczepionek p/prysz-
czycowych z wirusa nammozonego w hodowli
komoérkowej. Trzymiesieczna odpornosé po za-
stosowaniu badanej przez nas szczepicnki wy-
daje sie nieco za krétka w poréwnaniu z wyni-
kami innych autoréw, ktorzy stwierdzili sku-
teczno$¢ ochrony w 3, 6, 8, a nawet 12 miesie-
cy po szczepieniu (Armbruster i wsp. — 2,
Schneider i wsp. — 14, Ubertini i wsp. — 16,
Muntiu i wsp. — 13).

Ubertini i wsp. (16) uodporniajgc trzy grupy
Swinek morskich szczepionksg z wirusa z hodo-
wli: normalng, 10-krotnie i 100-krotnie skon-
centrowana wykazali, ze trwato$¢ ochrony za-
lezy od koncentracji antygenu w szczepionce.
Juz szczepionka 10-krotnie skoncentrowana,
zabezpieczala prawie 100% poglowia Swinek
morskich w 9 'miesiecy po uodpornieniu. By¢
moze, ze koncentracja antygenu wirusowego
w nasze]j szczepionce byta niewystarczajgca dla
uzyskania dtugotrwalej ochrony. W przemyslo-
wej produkeji szezepionki p/pryszczycowej w
oparciu o wirus z hodowli komérkowej, Leu-
nen i wsp. (9) zuzywaja okoto 25 cm?2 powierz-
chni poktadu komoérkowego do namnozenia
wirusa potrzebnego na jedng dawke szczepion-
ki. W naszych warunkach wirus zawarty w
dawce 5 ml namnazat sie w poktadzie komoérek
o powierzchni 5 cm2? Mozna wiec sgdzié, ze
zawarto$¢ antygenu w dawce szczepionki byla
zbyt mala, azeby wywola¢ dluzej trwajacg od-
pornosc. W Swietle badan Girarda i wsp. (),
rowniez zwiekszenie ilodci ssponiny do 25 mg
w dawce, moze przyczyni¢ sie do dalszego pod-
niesienia wtasciwo$ci immunogennych szcze-
pionki produkowanej z wirusa z hodowli ko-
morkowej.

Wnioski

1. Szczepionki p/pryszczycowe, monowalen-
tne wyprodukowane z wirusa namnozonego w
hodowli komoérek nerkowych cielgt, z dodat-
kiem 1% saponiny posiadaly wlasciwosei
uodparniajgce. :

2. Bydlo uodpornione szczepionkami typu
CiO w dawkach 5 i 10 ml, badane po 21
dniach wykazalo odporno$¢ na sztuczne zaka-
zenie wirusem pryszczycy.

3. Szezepionka typu A zastosowana w dawce
5 ml dawata u bydla catkowitg odpornosé, kté-
ra utrzymala sie przez co najmniej trzy mie-
sigce. Po 5 miesigcach od uodpornienia stwier-
dzono u jednej jaléwki przelamanie odpor-
nosci.

4. Stwierdzono obecnos¢ wysokiego miana
przeciwciat zobojetniajgcych u zwierzat uod-
pornionych szczepionkg typu A, ktore stopnio-
wo obnizalo sie utrzymujac sie jednak jeszcze
przez 5 miesiecy po szczepieniu.
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Kobycermua T., Bucueecku E., IIxnaprug C, Bapa-
goeckyu Y., fIukoscka f., Jlabemnmnka B.— IIpHroroBie-
Hue TpPo0HOII aHTHA(MTO3HOII BAKIMHBI N3 BHPYCA
PA3MHOKEHHOTC B THAHEBLIX KYyIbTYpaX.

TIpUTrOTOBMAY HECKOJIBKO NPODHREIX Cepuil MOHOBa-
JEeHTHBLIX BakuuH mporne tumam A, C u O m3 BUPY-
ca PasMHOXKEHHOIO B TKAHEBbIX KYyJIbTypaxX M3 MOYCK
rerdr, BaknmMHAa THUIa A KOHTPOJIMPOBaHHAA Ha KPYyIl-
HOM poraTtoMm ckore 3zapazkenuem 10.000 ID;5, romoso-
TMIEecKOro BuUpyca OOHAPY:KMIA XOpOoIUMe VMMYHU3M-
pyiloiue crocobrocTr. Jo3a 5 MJl IpeROXpaHMIa KU-
BOTHBIX OT KOHTPOJLHOTO 3apazkeHusa B TPU MecAua
Iocyie NPUMBUBKKM. B CbIBOPOTKe IIPUBLITBIX YCT3HOBM-
) BBICOKMII YPOBEHL IIpoTmpBoTel. Bakruusl Tuma C
n O mpuMeHeHHble B 703e 5 u 10 MJI, KOHTPOJMPORAH-
Hble TOJBKO B 3 HeMeNu IIOCJIe IIPUBUBKM, NMPenoxpa-
HAJM IKMBOTHBIX OT TEHEpPaMM3MPOBAHHOTO OOJIe3HEH-
HOTO TIporiecca.

Kobusiewicz T., Wisniewski J., Szkilnik S., Baranow-
ski C., Jankowska I., Labecka W. — The preparing
vaceins against Foot-and-Mouth disease from the
virus multiplled in tissue culture.

Several series were made of the experimental
monovalent vaccines of A, C, and O types from the
virus multiplied in the tissue culture of calf kidney.
The vaccine of A type, controlled in cattle by the
infection of 10000 ID;, of the homological virus and
in reaction of mneutralizing antibodies showed the
good immunizing features. The 5 ml dose of
vaccine protected cattle against the infection in
three months after the immunization. In the se-
rums of vaoccinated animals the high level of neutra-
lizing antibodies was moted. The C and O type
vaccines, used in 5 and 10 ml doses and challenged
only 21 days after the vaccination, protected animals
against the generalization of the disease.
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