
Nr6 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXiV

wtrętowych, W makrocytach sztucznych hc-
dowli bck, zakażonych wirusem apś, stwierdza
się oprócz jądra ciało wtr,ętowe zlokalizowane
w plazmie komórek. Ciała te zlożone są z takiej
samej substancji jak jądro (DNA, Feulgen ł)
i pojawiają się w rozwiniętym stadium zakaże-
nia. Podobne twory stwierdza się także w ko-
mórkach zakażonych,

Ponadto prowadzone są badania nad odpor-
nością śwń na apś. Dotychczas nie osiągnięto
znamiennyclr wyników. Wcześniejsze próby
użycia szczepionek zawierających żywy, osła-
biony wirus do czynnego, zapobiegawczego
szczepienia świń - nie powiodły się Trudności
te związane są głównie z niekorzystnymi właści-
wościami immuno-biologicznymi wirusa apś,
który - jak już wiadorno - ma małe właści-
wości uodparniające, mimo duzej zjadliwości
i inwazyjności, Brak swoistych przeciwciał ncu-
tralizujących wirus apś w surowicy świń zaka-
żonych warunkuje ponadto możliwość częstego
po,uvstawania długotrwałego_ nosicielstwa i siew-
stwa wirusa przez świnie. Swinie takie nic na-

bierają jednak odporności - mimo, że niektóre
z nich są okresowo nie,uvrazliwe na sztlczne za-
każenie wirusem apś. Istota tej oporności nie
jest bliżej znana. Być może, że gra tu rolę in-
terferon.

Fakty te wskaztiją, że aczkolwiek apś jest
w zasadzie zarazą znacznie wolniej szerzącą się
niz np. pryszczyca, to jednak ze względu na nie-
kcrzystne właściwości wirusa należy ona do
grupy trudnych do zwalczania, a ptzez to nie-
bez:piecznych, zaraz zwierzęcych. Pogląd ten
znajduje potwierdzenie w fakc!e, że rz,adko któ-
remu krajowi udało się dotychczas zwalczyć za-
razę po znacznywv jej tozprzestrzenieniu się na
obszarze danego kraju. Tym większy musi być
przeto wysiłek słuzby weterynaryjnej naszego
kraju, aby nie dopuścić do za:wleczenia zarazy,
a w przypadku ewentuaInego stwierdzenia po-
jedynczych jej ognisk - do jej rozprzestrzenie-
nia się.
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Stwierdzenie przez Sellersa (15), a następnie
Eachracha i wsp. (3) możności namnażania
wirusa pryszczycy w hodowli komórek nerko-
wych świni i cielęcia połączonego z występo-
waniem efektu cytopatogennego, spowodowało
w szybkim czasie wprowadze,nie tej nowej
techniki do prac badawczych nad wirusem
pryszczycy. Możliwośó wyprodukowania ta-
niej szczepionki p/pryszczycowej bez użycia
bydła, skłoniła liczne laboratoria do podjęcia
badań nad namnazaniem wirusa pryszczycy
in vitro (Dinter, lVesslen - 4, Mazzarachio
i wsp. - 12, Armbruster i wsp. - 2, Ubertini
i wsp. - I7, Leunen i wsp. -- 9, Anchew
i wĘ. - 1, IVluntiu i wsp. - 13).

Celem niniejszej pracy było przygotowanie
szczepionki p/pryszczycowej z krajowych
szczepów wirusa pryszczycy, narnnożonych
w hodowli kornórek nerki cielęcia oraz spraw-
dzenie jej właściwości immunogennych.

Materiał i metody
Hodowla k,omórek nerkowych. Do za-

kład,ania hod.owli służyły komórki nerki cielęcia uzys_
kane w procesie trypsynizac ji Komórki zav.,ies,zano
w ,roztworze z dodatkiem 0,5% hydr,olizatu lactalbu-
miny, l00k surowicy bydlęcej otaz antybiotyków:
penicyliny 100 j/mI i streptomycyny 100 mcg/ml.
Zawiesinę komórkową o ko,ncent,racji 200.000-300.000
komórek w ml rozlewano do butelek Roux. Jednolity
pokład komórkowy ,osiąga,no po 4-6 dn,iach wzrostrr

hodowli w 37oC, po czym - po zmianie płynu wzro-
stowego na utrzymujący (roztwór Earla bez dodatkrr,
surowicy) - ho,dowlę zakażano.

W i r u s. Do zakażan,ia hodowli komórkowych zo-
stały użyte trzy typy wirusa pryszczycy: wirus typuA
- s,zęep RM/53, wirus C - szczep 5/66 i szczep N/64
oraz wirus typu O - szczep Stl62. Zarazek byl
uprzednio adaptowany do ho,dowtri komórek nerko-
wych cielęcia i przesz,edł ptzez kilka pasaży. Miano
użytego szczepu wyrnosiło co najmnLiej 107. Po 18-24
godzinach wzro,stu w 37oC, gdy efekt cytopatogenny
był całkowity, bądź prawie kompletny, zaw,iesinę
zlewano, pozostawiając ją w lodówce w 4oC do czasu
określenia miana infekcyjnośai (6) podanego w ta-
beli 1 oraz wykonania odczynu wiązania dopełnia-
cza (8).

S z cz ep i o n k a. Przygotowana szczep,ionka zawie-
rała 607o zawiesiny wirusa o mianie co najmniej 10?
TCID5o/ml. Zarazek adso,rbowany był na 20h roz-
tworze wodonotlenku glinu, którego zawartość w
s,zczepionce wynojs|iła 3B%. Inaktywacja pr,zebiegała
w ciepłocie 25o w oiągu 48 godzin, po uprzednim do-
danriu 0,057o formolu. Szczepionki nr nr C2 i C, nie
zawierały saponiiry. Se,ria Ca otrzymała 0,50/oo sapo-
niny (jako adiuwantu), w pozostałych szczepionkach
oznaczonych symb,olami Cs, Cro, Orr, Arn i A2n doda-
tek s,aponiny wynosił 1,0%o

Zwier,zęta doświadczalne. Badan,ia nie_
szkodliwości i skutecz,ności szczepionld przeprowa-
dzono na bydle nizi,nnym czarno-białym, w wieku
|-2 lat. Przy badaniu nieszkodliwości szczeuionkę
st,os,owano w dawce 25 rnl podskórnie do fałdu szyj-
nego oraz 5 ml w błonę śluzową języka. W badanirr
skuteczności szczepionki stoso]wano różne dawki
uodporniające (tabela 2 i 3).

Po upł},wie 21 dni od zast,orsowania szczepionki
zlńerzęta uo,dpornione oraz ko,nfolne podd.awano
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zakażenliu wprowadzając podśluzówkowo 10.000 ID66
homologlicznego s/zczepu wirusa pryszczycy. szcze,
pionkę przygotowaną z wlirusa typu A przebadan,o
iównież na długotrwałość odporn,oścri. Wynik,i za-
mieszcza tabela 3. Badanie przeciwciał zobojęt,nia-
jących z sr.rowicarni nego szczepiorr-
kamLi typu A .przepr stałych da,nveli
w[ru,sa (500 TCID5 ąeych rozcień-
czeń surowicy przy współczynniku rozoieńczenia 2 (18).

Wyniki
Przygotowano kilka serii doświadc,zalnych

szczepionek typu A, C, O z wirusa namnożo-
nego w hodowli J<omórek ,nerki cielęcej, które-
go miana infekcyjne przedstawia tabela 1

ności. Miano pIzeciwciał zobojętniających u
tego zwierzęcia wynosiło 0,5 log,, podczas gdy
u dwóch pozostałych w tej grupie utrzymy-
wało się jeszcze na poziomie 1,43 i 1,95 1og.
(tab. 3)
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Wszystkie szczepionki badane na bydle oka-

wodowało wzrost mocy immunogennej wilusa
i podniesienie stopnia odp,o1n96"i u bydła.

Szczepionki saponinowe typu C nr 8 i 10
oraz typu O wykazały właściwości uodpornia-
jące. Bydło zakażone 10.000 IDso wirusa horrro-
logicznego 21 dni po zaszczepieniu dawką 5 lub
lub 10 ml było ochronione przed uogóinionym
procesem chorobowym. Szczegółowe Wyni}<i
ilustruje tabela 2.

typu A nr 19 iem
wstrzyknięte ffil,

soką wartość U
żadnego zwierzęcia nie strwierdzono po ich za-
każeniu najmniejszych śladów chorobowych.
Miano przeciwciał zdbojętniających wynosiło
2,3I-2,37 log i nie ustępowało mianu stwier-
dzanemu w surowicy bydła uodpornionego
szczepionką przygotowaną z wirusa natural-
nego, Szczepionka ta użyta do kontroji trwl,-
łości odporności potwierdziła rownież właśei-
wości uodparniające. W trzy miesiące po szcze-
pieniu wszystkie 4 szczepione zwietzęl;a w,./-
l<azały pełną odporność na zakz,żenie, pTzy
uogólnionym procesie chorobow5rm u bydła
kontrolnego. [V 5 miesięcy po uodpornisn u,
u jednej jałówki nastąpiło przełamanie odpor-
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przygotowania aktywnych szczepionek p/prysz-
czycowych z wirusa namnozonego w hodowli
komórkowej. Trzymiesięczna odporność po za-
stos,owaniu badanej przez r'as szczepionki wy-
daje się nie,co za krótka w porównaniu z wyni-
kami innych autorów, ,którzy stwierdzili sku-
teczność ochrony w 3, 6, B, a nawet 12 miesię-
cy po szczepieniu (Armbruster i wsp. - 2,
Schneider i wsp. - 14, Ubertini i wsp. - 16,
Muntiuiwsp.-13).

Ubertini i wsp, (16) uodporniając trzy grupy
świnek morskich szczepio,nką z wirusa z hodo-
wli: normalną, 1O-krotnie i 1O0-krotnie skon-
centrowaną wyl<azali, że trwałość ochrony za-
lezy od koncentracji antygenu w szczepionce.
Już szczepionka 10-kro,tnie sko,ncentro\Mana.
zabezpieczała prawie 100% pogłowia świnek
morskich w 9 ,miesięcy po uo,dpornie,niu. Być
rnoże, że koncentracja an,tygenu wirusowego
w naszej szcze,pionce była niewystarczająca clla
uzyskania długotnwałej ochrony. W prztmysło-
wej produkcji szczepion'ł<i p/pryszczycowej w
oparciu o wirus z hodowli komórkowej, Leu-
nen i wsp. (9) zużywają około 25 cmz powierz-
chni pokładu komórkowego dro namnozenia
wirusa potlrzebnego na jedną dawkę szczepion-
ki. W naszych twarunkach wirus zawarty w
dawce 5 ml namnażał się w pokładzie kornórek
o powierzchni 5 cm2. Mozna więc sądzić, że
zawartość antygenu ,*, dawce szczepionki była
zbyt rnała, ażeby wywołać dłużej trwającą od-
porność. W świetle badań Girarda i wsp. (5),
również zwiększenie ilości saponiny do 25 mq
w dawce, rnoże przy,czynić się do d:lszego p,od_-

niesienia właściwości immunogennych szcze-
pionki produkowanej z wirusa z hodowli ko-
mórtkowej.

Wnioski
1. Szczepionki p/pryszczycowe, monowalen-

tne wyprodukowane z rwirusa namnoz,onego ,w

hodowli ko,mórek nerkowych cieląt, z do,dat-
kiem l0loo sapo,niny posiadały właściwości
uodparniające.

2. Bydło uodpo,rnione sz,czepionkami typu
C i O w dawlkach 5 i 10 mI, badane po 2I
dniach wykazało odporność na sztlczne zaka-
zenie wirusem pryszczycy.

3. Szczepionka typu A zastosowana w dawce
5 ml dawała u bydła całko,witą odporność, któ-
ra utrzymała się przez co najmniej trzy mie-
siące. Po 5 miesiącach od uodpornienia stwier-
dzono u jednej jałówki przełamanie odpor-
ności,

4. Stwierdzono obecność wysokiego mianą
prze,ciwciał zobojętniających u zwierząt uod-
pornionych szczepionką typu A, które stopnio-
wo obniżało się utrzymując się jednak jeszcze
przez 5 miesięcy pc sz,czepieniu.
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Ko6ycesu.r T., Brłcrłescr<Ilr E., TTT671sHrłr< C., 6apa-
HoBcKI{ TI., flrrroscr<a fl., Jla6eHqxa B.-IIprłroToBJIe-
Hne npo6rrorź arrtlra$rosnoił naxqnur,t u3 Blrpyca
pa3MHo)KeIIHorc B x.

flpmrotosrrnlt H ceprłlż uoHoea-
JIeHTHL,IX BaKI]I4H vI o I,B Bl4py-
ca pa3MHox<eHHoIo B TKaHeBL,Ix KyJlbTypax T43 noqeK
tenat. BaxqIĄHa Tl'.rrla A rourpołupoBaHHaff Ha Kpy[-
HoM poraToM cKoTe 3apax<erłrłer"t 10.000 ID5g rox4ofio-
r[qecxoro BI4pyca odrrapyx<zna xopo[Ir{e u:lł:lłyr:rl3r7,
pyrcil1T4e cnoco6tłocrrł. Aosa 5 MJI IIpeAoxpaHlĄJIa )ł<lĄ-

BOTHL,IX OT KOHTPOJIbHOrO 3aPa>KeHI,7'1 B TPW MeCEI{a
nocJle npilBl4sK]ł. B c},IBopoTKe npTlBL,ITbTx ycTaHoBr{-
nw sllcoxuiĄ ypoBeFIL, [poTI4BoTeJI. Barqmrrsr rlłna C
lł O uprzlłeHeHHble B Ao3e 5 lł 10 MJI, KoHTpoJIlpoBaH-
HrJIe ToJIE,Ko e 3 He4enrł [ocJle npI4BlBKr{, npeAoxpa-
HflJIrl )KrlBoTHbIx oT reHepaJII43r{poBaHHoIo 6onesr:eH-
Horo npoqecca.

Kobusiewicz T., Wiśnier,vski J,, Szkilnik S., Baranow-
ski C., Jankowska I., Łabęcka W. - The preparing
vaccins against Foot-and-Mouth disease from the
virus multiplled in tissue culture.

Several series were made of the experimental
rn,onovalerrt vaccin,es of A, C, and O types frorn the
virus multiplried in the tisslue culture ,of calf kidney.
The vaccine of A type, co,ntro led ,in aattle by the
infection of 10 000 IDuo of the hornological virus and
in reaction of neutralizing ant,ib,odies showed the
go,od immunizłing f eatures. The 5 mI dose of
vaccine protected cattle against the infection in
three .months after the immunizatioln. In the se-
rum,s of vaccilnated larrrimals the high level of neutra-
lizring ,antibo,die,s was ,noted. The C and O type
vaccines, used in 5 and 10 ml doses and challenged
only 21 dayrs after the vaccinatiorn, protected ani,mals
against the generalizat,ion of the disease.
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