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Nolewajka E., Kapp Z., Szurman J., Szaflarski J -
Trial of photodynamic inactivation of atenuated
strain of fthe Teschen disease virus,

Acridine orange does not make sensitive the Tes-
chen disease virus (TDV) to the day light. The TDV
multipicated in the presence of acridine orange has
gained photosensitivity to the day light. All the
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same, some particles of the TDV are resistant to the
day light. The resistance persists even after 3 pas-
sages of the TDV in the presence of acridine oran-
ge. The RES cells exposed to acridine orange before
the virus infection release the photosensitive par-
ficles of the TDV. In this case the resistant fraction
to the light exposure has been observed.

Studia nad zakaznym zapaleniem moézgu liséw (watreby pséw)
w Polsce
IV. Opornos¢ wirusa na dziatanie czynnikdw fizycznych
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Zdolno$¢ przezywania infekcyjnego wirusa
poza organizmem (w Srodowisku) ma powazny
wplyw na rozprzestrzenianie choroby. Badania
wykonane w kraju (5, 7, 10, 16, 17) i za grani-

cag (1, 2, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15) wykazaly, ze .

cheroba Rubarth’a (ch.R.) wystepuje stosun-
kowo czesto we wszystkich prawie krajach
$swiata. Jest to uwarunkowane szerokim spek-
trum zakaznosci wirusa, oraz prawdopodobnie
takze znaczna jego opornoscig na dziatanie
czynnikéw fizyko-chemicznych. Poznanie wra-
zliwosci w.ch.R. na dzialnie czynnikéw fizycz-
nych posiada zatem powazne znaczenie dla
ustalenia najwlasciwszych metod postepowa-
nia przeciwepizootycznego, a zwlaszcza dewa-
stacji zarazka.

Celem niniejszej pracy byto przebadanie zy-
wotnosci wirusa w roznych temperaturach,
oraz wplywu wielokrotnego zamrazania. W
wykonanych badaniach starano sie ponadto
zgromadzié niezbedne dane do opracowania
metodyki produkeji i kontroli swoistych pre-
paratéow immunologicznych przeznaczonych do
zwalczania ch.R.

Material i metody

Uzyto 2 szeczepdw w.ch.R. — atenuowanego (h)
Hep 1 zjadliwego LJG nammnazanych na hodowli ko-
moérek nerki psa (HKNP) (4). Miano szczepu (w log.
HKID;;) (h)Hep wynosilo ok. 7,0 a LLJK ok. 6,0. Prze-
badano dziatanie temperatur: 100°, 56°, 37°, 20—22°,

4° i —70°C. Prébki plynu wirusowego w zatopio-
nych cienkosciennych ampulkach poddawano dzia-
faniu okreslonej temperatury w okreslonym cza-

sie 1 wysiewano na HEKNP dla ustalenia zywotnosdeil
i miana zakaZnego. W przypadku ujemnego wyniku
wykonywane dodatkowo 2 $lepe pasaze. Wyniki obli-
czano wg Reeda i1 Muencha i podano w log
HKID;,/ml. Miareczkowanie wirusa wykonywano
przy inoculum 0,1 m! w przedziale 1 log, z uzyciem
8 probéowek HKNP na kazde rozcienczenie.

Wyniki i1 omoéwienie?)
Wopltyw temp. 100°. W 5-krotnie wyko-
nanych badaniach 1-minutowe ogrzewanie

*) W pracy wykorzystano niepublikowane fragmenty dy-
sertacji doktorskiej autora p.t. ,,Witasciwos$ci szczepu h/Hep
w.ch.R.1 jego przydatno$é do uodporniania zwierzgt” — pro-
motor prof. dr T. Jastrzebski.
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plynu wirusowego z HK — szczepow (h)Hep
i LJG wykazalo catkowita jatowosé. Odmienne
wyniki osiggane przez innych autoréw, a po-
dane przez Steffenows (15), by¢ moze zwigza-
ne byly z uzyciem do badan materialu wiru-
sowego w postaci grubych wycinkdéw narzg-
doéw.

Wplyw temp. 56°. Temperatura ta ma
istotne znaczenie przy inaktywacji surowic
odpornosciowych. Badanie miato na celu usta-
lenie czy =zwykle stosowane 30-minutowe
ogrzewanie wystarcza dla zabicia wirusa. Wy-
kazano, ze w tych warunkach nastepuje jedy-
nie wyrazne obnizenie miana. Pelng inakty-
wacje w 56° osiggano dopiero po 4—5 godzi-
nach ogrzewania (tab. 1). Osiggniete wyniki

Tab 1. mptyw ogrzemania m Lemp. 56°C na iymo? ~ost mirusa Rubarth'a
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sg zgodne z badaniami Hodgmana i Larina (§),
a nie pokrywajg sie z wynikami uzyskanymi
przez Fastiera (3), wg ktérych wirus HCC gi-
nie w 56° juz w ciggu 10—28 minut. Przyczy-
nag odmiennych wynikow tego autora (3) mo-
gla by¢ zbyt krotka obserwacja posiewdw i nie
wykonanie $lepych pasazy. Nalezy przy tym
podkresli¢, ze Fastier operowat tylko 1 szcze-
pem. W badaniach wtasnych pomimo, ze uzy-
to tylko 2 szczepéw, wykazano mozliwo$é nie-
jednakowej cieptoopornosci.

W $wietle osiggnietych wynikéw nalezy sg-
dzié, ze surowice lecznicze, zwlaszcza psie,
wprowadzane do obrotu w krotkim czasie po
wyprodukowaniu, winny by¢ poddawane, po-
za normalnym badaniem na jalowos¢, badaniu
wirusologicznemu na HKNP.

Wplyw temp. 37°. Badanie wplywu tej
temperatury ma bardzo powazne znaczenie
przy nammazaniu wirusa ma HK. Poza tym
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temp. 37° jest temperaturg ciala wiekszosci
ssakéw, a zatem moze mie¢ wplyw na czas
przezywania zarazka nie zwigzanego z komor-
kg ustroju. Wykazano, ze badane szczepy sa
bardzo wytrzymate (ryc. 1 i 2) i zachowujg w

Ry 1. Wotyw temperalury preechosywama na iymolnose wrusa Rubarlha
szczepu (h) Hep

'
A

W

in

Miano wlog HKIDsg

Czas T - - —
wdmach 30 1900 200 J00 400 500 1#H

_Obrasneni.
o—temp. 37°C.a~-demp, 22°C, k... temo. 2-4°C.a.—femp -70°C

tych warunkach zywotnos$é przez co majmniej
38 dni, a szczep LJG nawet (w 1 przypadku)
przez 54 dni. Dopiero po uptywie 69 dni prze-
chowywania w 37° nie stwierdzono nigdy
obecnosci zywego wirusa.

Ryc 2 Wptyw lemperatury przechomymama na iywolnosc surusa Rubarthia
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Wplyw temp. 20—22°. Wyniki badania
(ryc. 1 i 2) wskazuja, ze obydwa szczepy pozo-
staly zywe przez co najmniej 159 dni — szczep
- LJG nawet 346 dni. Nalezy zaznaczyé, ze w
dostepnym pismiennictwie badann w takim za-
kresie dotad nie wykonano. Stwierdzona wy-
soka trwalosé wirusa HCC budzi podejrzenie,
ze samoodkazenie przybordw i klatek po zwie-
rzetach padlych na zzml (wp), nawet w razie
usuniecia zwierzat z hodowli na ecaly rok,
moze nie nastapi¢. CGezywidcie twierdze-
nie to wymaga dalszych badan, z vzyciem $ro-
dowiska odpowiadajgcego warunkom natural-
nym. Jednak obserwowany przez jednego z le-
karzy w terenie przypadek zzml w nowo za-
kupionym stadzie lisow, umieszczonym po
rocznej przerwic w klatkach po zwierzetach
padtych na ch.R., w $wietle niniejszych ba-
dan moégt byé¢ spowodowany przez utrzymujg-
cy sie w §rodowisku zewnetrznym wirus z epi-
zootii roku poprzedniego.
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Wpltyw temp. 2—4°. W lodoéwce zywot-
nos¢ w.ch.R. znacznie wzrasta. Jak wida¢ w
zalaczonych wykresach spadek miana w ciggu
1 roku przechowywania jest stosunkowo nie-
wielki (ca 1—2 log). Obecnosé zywego wirusa
wykazano jeszcze po 446 1 496 dniach (dalej
nie badano). ;

Wpltyw temp. — 70°. W kontenerze z
suchym lodem: miano wirusa spada bardzo po-
woli. W ciggu okolo 2 lat mizno szczepu (h)
Hep spadlo z okolo 7,5 do 6,5, a szczepu LJG
z 6,0 do 3,5 (ryc. 1 i 2). Badania wykonane po
4,5 i 6 latach przechowywania wykazaly dal-
szy powolny spadek miana zakaznego — jed-
nak obecnos$é zywego wirusa zawsze byta wy-
kazywana dla (h)Hep 2,0—3,0 dla LJG1 —
2,0).

Wplyw wielokrotnego zamra-
zania. Jedna z podstawowych metod uwal-
niania wirusa z komoérek jest zamrazanie i od-
mrazanie. Badania mialy na celu sprawdzenie
czy proces zamrazania nie wplywa na obni-
zenie miana wirusa. Wyniki zebrane w tab. 2

T26.2. Kplymw zamraiasia (rormraianid na mane
WLraIE ooy Rularin
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wsxazuja, ze jedno — wzglednie dwukrotne
zamrazanie plynu wirusowego wraz z komor-
kami w temp. —40°, zdaje sie nie mie¢ istot-
nego wplywu na wysokos¢ miana. Nie stwier-
dzono ujemnego wpiywu wielokrotnych za-
mrazan w granicach do 10 razy.

Reasumujgc wyniki badan nalezy stwier-
dzi¢, ze w.ch.R. wykazuje wybitna zywotnosc.
W temp. pokojowej moze byé bez szkody
utrzymywany — tygodnie, w lodéwce — mie-
sigce, a w kontenerze z suchym lodem — lata.
Ten ostatni punkt zdaje sie mie¢ istotne zna-
czenle przy utrzymywaniu szczepow, gdyz
wskazuje na mozliwo$¢ zachowania ich przy
zyciu przez dluzszy okres czasu rdéwniez bez
liofilizacji. Wysoka trwalo§é* wirusa wydaje
sie by¢ jednym 2z czynnikéw sprzyjajacych
utrzymywaniu sie choroby w srodowisku i jak
nalezy przypuszczaé vmolywajacym na szero-
kie jej rozprzestrzenienie.

Pis§miennictwo
1. Coffin D. L.: J. Am. Vet, Med. Ass. 11, 355, 1948,

2. Czerniak W. Z., Kupritie O. H., Wtasowa L. P.:
terinaria 32, 359, 1955,

Wie-

3. Fastier L. B.: Vet, Rec. 70, 623, 1938.

4. Gorski J.: Medycyna Wet. 21, 652, 1965.

5. Gorskt J., Jastrzebski T., Gérska C.. Medycyna Wet.
25, 471, 1969.

6. Hodgman S. F. J., Larin N. M.: Vet. Rec. 65, 447, 1953.

7. Jastrzebski T., Wawrzkiewicz J.: Medycyna Wet. 21, 581,
1965.

8. Iiran E.: Vet. Med. 9, 267, 1964,

9. Motohashi T.: N. J. B. S, Bul. Biol. Res. 5, 25, 1960.

10. Oyrzanowska J.: Pol. Arch. Vet. 9, 1, 1965,

11. Resang A. A.: Hemera Zoa 64, 103, 1957.

12. Rubarth S.: Acta Path. Microb, Scand. 63, 1,

13, Saxer E.: Schweizer Arch. Tierheilk, 90, 562,

1047,
1248,



Nr 2

14. Smith D. L. T.. Am. J. Vet. Res, 12, 38, 1951.

15. Steffen J.: Choroby zwierzat futerkowych (sk-ypt Sp.
Fotografika, Bielsko Biala, 1964).

16. Stryszak A.: Medycyna Wet. 6, 147, 1950.

17, Taylor K.: Biul. Inst. Med. Morsk., Gdansk, 9, 89, 1958.

18. Whitem J. H., Blcod . C.: Austr., Vet, J. 25, 166, 1949.

Adres autora: dr Jerzy GoOrski, Pulawy — Michaléwka 3/9.

T'ypcku E. — HcenegoBaHuda 0 HEH$DCKIUOHHOM BOC-
HAJIEHUI0 Mo3ra Jucul (meuenu coGax) B Iloablure,
IV, BBIHOCAHUBOCTL BHUPYCa NP Be3neiicTEMM duzmue-
CKUX (DAKTOPORB.

Mcenenopanud IPOBENN HA ATTEHYMPOBAHIOM IIITAM-
Me (h)Hep m ma BupyaertHoM LJG. YCraHOBUIM, HTO
oba mramMmbl RBuUpyca 6osesnu Pybapra B mMMAKOCTH
KyJIbTyPB! KJIETOK I0YUeK co0aKM NormubamT B TeMIIe-
parype 100° Bo Bpemsa A0 1 MMHYTBI, 2 B 56° — Mex-
Iy 4 a b wacom orcmo3umuu. B 37° XKu3HecnocoSHOCTb
Bupyca (h)Hep coxpauanach 38 cyrox (muramma LJG
69 cyToK); B KOMHATHOH teMieparype (20—22°) — BbI-
me 159 cyrox {mwramm LJG paxe 346), B XOJORAUJIb-
HMKE — BBIIe 1 roga a B KOHTEMHepe ¢ CYXUM JbAOM
— BbIlle 6 Jer. Bupyc orkazaicad HEUYBCTBUTEILHLIM
Ha MHOTOKpaTHOE 3aMOpaXMBaHMe I OTTaMBaHue. Ap-
TOp OOCy3KJaeT BO3MOIKHOE BJIMAHME BEICOKOM BLIHO-

EWA MASEOWSKA
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CIKBOCTM BUPYCa Ha IUIMPOKOE PACIPOCTPaHEHME U OT-
HOCUTEJbHO HacToe moaBienue 6OoJsesuu PyGapra y
JKUBOTHDIX.

Gorski J. — Studies on infectious encephalitis of
foxes (hepatitis in dogs) in Poland. IV The resistance
of g virus on the action of physical agents.

The investigations with the use of atenuated strains
(h)Hep and virulent LJG have revealed that Ru-
barth’s disease virus in the dog kidney cell culture
medium perishes earlier than within 1 min at 100°C
and between 4—5 hr at 56°C. The both investigated
strains were alive for 38 days at 37°C and LJG even
tor 69 days. At room temperature (20—22°C) the both
strains were alive for over 159 days (LLJG even for
246 days). The virus has not lost its infectivity after
one year at refrigerator temperature, and in dry ice
after 6 years. The investigations indicate to the exi-
stance of some differences as to the thermostability
of individual strains. The virus was also resistant to
repeated freezing and thowing. The influence of long
lasting infectivity of the virus on its wide spreading
and relativly often incidences of Rubarth’s disease
is discussed.

Okreslenie aktywnosci hemolitycznej dopetniacza (C') u owiec

Zaklad Epizootiologii Ogdélnej Instytutu Weterynarii w Putawach
Kierownik: prof. dr S. KRAUSS

Dopelniacz (komplement, C’) jest komple-
ksem bialek znajdujgcych sie w surowicy krwi
wszystkich kregowcéw (4). Odgrywa on istotng
role w wielu zjawiskach biologicznych takich
jak hemoliza krwinek czerwonych, odczyn wig-
zania dopelniacza, witasciwosci bakteriobdjcze
surowicy krwi, odczyn fagocytarny i immuno-~
adhezyjny.

Przez wiele lat sadzono, ze dopelniacz sktada
si¢ z 4 oddzielnych komponent C’1, C’2, C’3,
C’4. Ostatnio wykazano, ze dopelniacz jest kom-
pleksem przynajmniej 9 oddzielnych kompo-
nent (1), ktore dziatajagc w okreslonej kolejnosci
powoduja lize komoérek. Drzialanie dopelniacza
w immunologicznej hemolizie zachodzi poprzez
skomplikowane stadia, w ktorych jedna kom-
ponenta, poczgtkowo obecna w nieczynnej for-
mie, staje sie aktywna i dziata na nastepna po-
wodujac jej aktywacje. Proces ten mozna okre-
gli¢ jako kaskadowy (6). Ostatecznym substra-
tem dzialania dopelniacza jest btona komérko-
wa i wszystkie stadia stuzag do wytworzenia
czynnika lub czynnikéw zdolnych do zniszcze-
nia blony komoérkowej. Uszkodzenia blony ko-
moérkowej erytrocytow powodujg zmiane cis-
nienia osmotycznego, pobieranie wody przez
erytrocyty i hemolize krwinki. Przypuszczano,
ze uszkodzenia w blonie komoérkowej erytrocy-
tow powstajg w postaci oddzielnych- dziur. O-
statnio zostalo to potwierdzone przy pomocy
mikroskopu elektronowego (1, 6).

Badania aktywnoéci dopelniacza opiera sie na
jego zdolnosci rozpuszczania krwinek czerwo-
nych uczulonych swoistym przeciwcialem —
amboceptorem.

Wiekszoé¢ badan nad aktywno$cia hemoli-
tyczng dopelniacza wykonano przy uzyciu do-
peiniacza §winki morskiej i zawiesiny krwinek
czerwonych barana uczulonych swoistym am-
boceptorerm kréliczym.

Stwierdzono, ze hemolityczna aktywno$é¢ do-
petniacza zalezy od gatunku zwierzecia, od kto-
rego otrzymuje sie krwinki jak i przeciwciala.
Stwierdzono rozna aktywnos$é¢ z przeciwciatami
i krwinkami réznych zwierzat. Surowice koni,
kréw i owiec stabo hemolizujg krwinki baranie
uczulone przeciwciatami kroliczymi, hemolizujg
natomiast dobrze krwinki krélicze uczulone
przeciwciatami wyprodukowanymi na owcach
(3). Dopelniacz koni hemolizuje dobrze krwinki
czerwone krowy, uczulone przeciwcialami kota
(3). .

Podstawowy mechanizm dopelniacza jest jed-
nakowy u wszystkich zwierzat. Roéznice sg
przede wszystkim ilogciowe tzn. dopelniacze
poszczegolnych gatunkéw zwierzat réznig sig
od siebie akiywnos$cig poszczegdlnych kompo-
nent. Istniejg takze roznice jakosciowe. Stwier-
dzono, ze C’'1 i C’'3 kréw i koni moga zastepo-
wat te same komponenty dopeiniacza $winek
morskich w ukladzie hemolitycznym, lecz nie
mogg zastepowaé ich komponent C’2 1 C’4 (2).

Przy badaniu poszczegélnych parametrow
odporncéci naturalnej u owiec w innym do-
$wiadczeniu, napotkano na trudnosei w uzyska-
niu informacji dotyczacych aktywnosci dopet-
niacza u tych zwierzat. Podjeto wiec prace,
ktorej celem bylo okreslenie aktywnosei he-
molitycznej dopelniacza u tych zwierzat.
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