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Whasciwosci chorobotwércze i uodparniajgce dwéch krajowych
szczepow choroby Aujeszky’ego (chA) pasazowanych w réznych
temperaturach przez hodowle komérek zarodka kurzego
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Wielokrotne pasaze poszezegodlnych szczepow
wirusa chA przez hodowle komorek, zarodki
kurze wzglednie zwierzeta, powodujg zmniej-
szenie wzglednie wutrate zjadliwosci tych
szczepow dla réznych gatunkéw zwierzat. Do-
nosza o tym Bartha (1), Skoda (6), Zuffa (10),
Bran (2), Toneva (9) i inni. Uzyskane tg dro-
ga ostabione (atenuowane) wzglednie nie-
zjadliwe (niechorobotwoércze) szczepy wirusa
chA charakteryzuja sie odmiennymi od wyj-
Sciowych wlasciwosciami biologicznymi, a w
szczegolnodci: 1) zmniejszeniem wzgl. utrata
zjadliwosci dla réznych gatunkéw zwierzat,
2) odmiennymi zmianami cytopatycznymi w
réznych hodowlach komorek oraz 3) utratg
zdolnosci wywotywania $wigdu u krolikow.

Dalsza charakterystyke niektorych ostabio-
nych szczepdw chA, a zwlaszcza badanie cech
genetycznych (markeréw) przeprowadzit Wi-
jaszka (5).

Uzyskane wstepne wyniki wplywu rodznej
temperatury pasazZowania na miano wirusa
chA postanowiono wykorzystaé¢ do préb ewen-
tualnego szybszego osltabiania (atenuowania)
zjadliwych krajowych szczepdéw wirusa chA.
Ponadto postanowiono sprawdzi¢ stopien
zmiennosci tych szczepéw przez badanie mar-
keréw genetycznych przed i po kilkudziesieciu
pasazach w hodowli komorek oraz zbadaé sto-
pien ich zjadliwo$ci i wlasciwosei immuno-
genne dla $win po wykonaniu pasazy. Powyz-
sze zalozenia stanowig cel niniejszej pracy.

Materiat i metody

Do badan uzyto:

1. Bardzo zjadliwy szczep ,,N” wirusa chA wyizo-
lowany (3) z mozgu padiych norek. Miano TCIDg,
tego szczepu dla hodowli komoérek zarodka kurzego
w 5 pasazu wynositlo 10—5,5,

2. Zjadliwy szczep ,D” wirusa chA wyizolowany
(4) z ptuc i $ledziony padlej §wini. Jego miano
TCID;y w 5 pasazu wynosilo 10—5°9 Do zakazen
challange’owych uzyto szczep W, opisany uprzed-
nio (8). Jednodniowe, jednowarstwowe pierwotne ho-
dowle komoérek zarodka kurzego przygotowano wg
metody podanej uprzednio (3, 4). Spos6b wykonania
odczynu seroneutralizacji oraz selekcji szczepdéw me-
toda tysiinek opisano uprzednio (5).

3. Swinie rasy wielkiej bialej polskiej
ok. 2—2,5 mies., o ciezarze ok. 20—25 kg *).
Catosé¢ badan podzielono na nastepujgce etapy:
A. Selekcja klonalna szczepéw N i D po 5 wstep-

nych pasazach.

w  wieku

*) Cze$¢ pracy dotyczaca badania stopnia nieszkodliwosei
badanych szczepOw oraz ich wlasciwoSei immunogennych
zostala wykonana w ZTP Dobiegniew.

Autorzy dziekuja Dyrektorowi Zakladdow, Panu M. Nizin-
skiemu i Dr B. Bartoszowi za udostepnienie materialu do-
$wiadczalnego,

B. Okreé$lenie podstawowych markerdw genetycz-
nych wybranych szczepoéw takich jak: t (tempera-
tura), d +, d — (wplyw réznych stezen NaHCO; w
podlozu), wielko§¢ lysinek, wplyw trypsyny, efekt
cytopatyczny, zdolno$¢ wywolywania swiagdu (p mar-
ker) przed i po 50 pasazach.

C. Przeprowadzenie 50 pasazy obydwu szczepdw
w hodowli komoérek zarodka kurzego. Hodowle pro-
wadzono w probdéwkach, ktére po zakazeniu inkubo-
wano kolejno w temperaturze 30, 37 i 40°C. Efekt
cytopatyczny zaleznie od temperatury inkubacji po-
jawial sie-2—7 dnia po zakazeniu hodowli komoérek.

D. Okréélenie stopnia zjadliwo$ci obydwu szczepow
po 50 pasazach dla swin. Grupie 10 §win wstrzyk-
nieto po 1 ml wirusa N. (100 000 dawek TCID). Takg
samg ilos¢ wirusa ,D” wstrzyknieto drugiej grupie
Swin, Po 21 dniowym okresie obserwacji, okreslono
poziom przeciwcial sn, a nastepnie obie grupy zaka-
zono podskérnie zjadliwym szczepem W; wirusa chA
w dawce 2 X 100000 dawek TCIDs,. Obydwie grupy
obserwowano dalej przez nastepne 21 dni.

’ Wyniki

Wyniki badania markeréw genetycznych szczepdéw
LN i ,D” wirusa chA przed wykonaniem pasazy i
po 50 pasazach przez hodowle komdrek zarodka ku-
rzegn zebrane sg w tab. 1.

Tab 7 Markeny Genelyczne 2 Sicrapor wirdia ChA graed (po 90 pasaach
przez hadowle komorek zarodka Furiegs

S Harkhery Deneiucine ]
3 AL

B wietkesc e ° = . | Mglla |7ryps. Efekt

& | tysinex |t23°|¢90°| d A V5w \eatoan| P | cyton
W |prred 10 20 |62 | 821 | 530 | 20 | 423 |+ |éyp +%
' |popas 2-25 | 442 | 630 | 387 | 615 | 400 | 624 | - |¢tgp 4
IE | preea@ 1-2 20 6.0 530 | 5,10 20 3,0 + | tgp

Y |popas 7-2 | 310 | 60 | 487 | 60 | 20 | 50 |+ |tup i
_Otjasreenia: % patrz ryc 1, ** patrz ryc 2

Z danych przedstawionych w tab. 1 wynika, ze
w przypadku szczepu ,N” stwierdzono znaczne roi-
nice jego witadciwosei po 50 pasazach w stosunku do
wlasciwosei wyjsciowych. Roznice te dotyczyly wszy-
stkich badanych marker6éw genetycznych. Natomiast
w przypadku szczepu ,DD” stwierdzono tylko nie-
znaczne roznice w markerach t i d.

Porownujgc cechy genetyczne obydwu badanych
szczepOw po 50 pasazach, zauwaza sie wyrazng i da-
leko idacg zmiane cech szczepu N polegajacg na jego
atenuacji.

Wyniki badan stopnia zjadliwosci oraz wilasciwoéei
uodporniajgcych dla $§win szczepow wirusa chA uzy-
tych w badaniu przedstawia tab. 2.

Jak wynika z danych przedstawionych w tab. 2
w czasie 21-dniowej obserwacji zwierzgl zakazonych
szezepem N nie stwierdzono objawéw chorobowych.
Wskazujg na to zarowno wewnetrzna cieptota ciata
jak i brak innych objawéw klinicznych zakazenia.
Stwierdzono znaczny wzrost (1:10— 1:40) poziomu
przeciwcial sn w stosunku do poziomu wykazanego
przed zakaZeniem.

Natomiast w grupie $win zakazonych szczepem
,D” stwierdzono podwyzszenie wewneirznej tempera-
tury ciata, ktére wystapito miedzy 4 a 12 dniem po
zakazeniu. Wystapily rowniez inne objawy kliniczne
(kaszel, wyciek z j. ustnej i nosowej, utrudnione
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7ab.2 Badante wtascimosc cborobafwd/fzgz‘/; Cuoapormajacych dia swiri 2 szczepow wirusa chA po 50

pasazach w hodowlt kamorex
Swinie zakazone szczepem N Swinie zakazone szeczepem D
rl213ls]ls |72 18 |9l |[rJ2]a[ed &6 |7 ]a]elrm
Temperatura 70 |384|3621364|383|387 |382 | 388 | 363 | 382 (367(346 342 | 363206 | 393|367 | 444|362 | sa7
max 396|391 1397(395|398 | 397 | 395 389 | 390 |08 (410|415 | 409 |05 | 407 | 409 | 405 |410 |409
Oawy klimczne -l === =-|=1-1- S T N BT T B [ BT A VIR
snprzed zakazemem | 5| 5| 5| 51 5 5 & 5 S{&|5 15|85 |5 |5|65§15(5]| 5
sn 2ldma po zakai olmi5]20|120 |40120 |10 1 20|5|5|5|s5|5|5|5|5|5]|5
Challanqge
Temperatura ™" |384|383|386|566 | 387 | 363 | 382 [ 367 | 367 | 389|389 |384 |01 ) 3921394 | 393|367 | 369|390
. ‘ max 3911394 (3689|395|389 |39 | 386 | 394 396 (906414 {410 ¢/,7') 908 | 406 | 908 413 | 910 | 408
Objamwy xlimczne -l =]l=1=-]1=~1=-1=-1]= ~ |22+ i+ +l+[+{+]+]+
S0 po challange u 20 |40 |40 | 90 | 90 | 40 | 40 40 80 |ro|lz0|20| - |10 |10 |20|20|10 |20

QObasntenie. © - paata

oddychanie). W kohcowym okresie obserwacji zwie-
rzgta zdrowialy. Badanie poziomu przeciwcial sn po
21 dniach wykazalo nieznaczne podwyzszenie miana
do 1:5 tylko u 2 §win.

Zakazenie challange’owe (kontrolne) nie wywolalo
zadnej reakcji klinicznej w grupie $win uprzednio
zakazonych szczepem ,N”. Stwierdzono u nich jedy-
nie dalszy wzrost poziomu przeciwcial sn w surowi-
c¢y. W drugiej grupie §win (szczep D) zakazenie kon-
trolne spowodowalo zachorowanie 9 $win, z ktorych
1 padta.

Omodowienie

Z przedstawionych wynikéw badan na szcze-
g0lng uwage zastuguje stwierdzenie istotnych
roznic pomiedzy wiasciwosciami badanych
szczepdw po pasazach, i to zaré6wno w odnie-
sieniu do markeréw genetycznych, jak i stop-
nia zjadliwo$ci oraz wlasciwos$ci uodporniajg-
cych dla $win. Ponadto wykazano, ze cechy
genetyczne jednego z pasazowanych szczepéw
okazaly si¢ roéine od szczepu wyjsciowego.
Roznice te wida¢ szczegblnie wyraznie w wy-
nikach badania wplywu temperatury pasazy,
wplywu NaHCO,;, trypsyny oraz w zmianie
typu efektu cytopatycznego i utracie zdolno-

Rye. 1. Hodowla komoérek zarodka kurzego 96 godz. po za-
kazeniu szczepem zjadliwym (efekt cytopatyczny typ D).
Pow. 360 X

$ci wywolywania $wiadu. Przytoczone réznice
cech genetycznych $wiadczg o postepujacej
pod wplywem pasazy atenuacji szczepu. Po-
dobne wyniki uzyskal Skoda (6, 7), ktéry
stwierdzit utrate zdolnosci wywolywania swig-
du u krolikow przez szczep BUK po 328 pasa-
zach, oraz Bartha (1), ktory po 81 pasazach
szczepu K opisal zmiane we wrazliwosci szcze-
pu na trypsyne i utrate wywolywania $wigdu
po wstrzyknieciu go krolikom.

288

9dma po challangeu

Ryc. 2. Hodowla komoérek zarodka kurzego 98 godz. po za-
kazeniu szczepem oslabionym (efekt cytopatyczny typ II).
Pow. 360 X

Na szczegdlne podkreglenie zasluguje réw-
niez fakt wykazania zbieznosci wynikéw bada-
nia markeréw genetycznych, stopnia zjadliwo-
$ci oraz wilasciwosci uodparniajgcych obu ba-
danych szczepow. Szczep , N’ po pasazach
charakteryzowat sie dobrym wskaznikiem ate-
nuacji, byt niezjadliwy dla $win oraz wywoly-
wal wysoki poziom przeciwcial sn w surowi-
cy. Swinie zakazone tym szczepem byly nie-

wrazliwe na zakazenie kontrolne. Natomiast
szczep ,D” charakteryzowal sie gorszym
wskaznikiem atenuacji, byt chorobotworezy

dla $win i1 powodowal staba odpornosé.

Powyzsze badania stanowig wstep do dal-
szych prac nad uzyskaniem szczepow wirusa
chA, ktére bylyby niechorobotwoércze dla wie-
lu gatunkéw zwierzat, a jednoczesnie posia-
daly dobre wlasciwosci immunogenne.

Wnioski

1. Pasaze zjadliwych szczepéw ,N” i ,D”
wirusa chA przeprowadzone w temperaturze
40°C powodowaly znacznie szybsze ostabienie
ich zjadliwos$ci niz pasazowanie w temperatu-
rze 37°C.

2. Szczep ,,N” wirusa chA o wiekszym stop-
niu zjadliwosci ulegal szybciej atenuacji niz
szczep stabo zjadliwy ,,D”.

3. Wielokrotne pasaze badanych szczepow
w réznej temperaturze okazaly sie przydatne
do uzyskania oslabionego szczepu wirusa chA
o dobrych wtasciwosciach uodporniajgcych.

4. Stwierdzono przydatnosé badania marke-
row genetycznych do okreslania stopnia zja-
dliwosci szczepow wirusa chA.
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Zagadnienie antygenéw ,,nierozpuszczalnych” w identyfikacji
Cl. botulinum

Katedra Mikrobiologii Wydziatu Weterynarii WSR
w Lublinie
Kierownik: prof. dr T. JASTRZEBSKI

Diagnostyka laseczek Cl. botulinum jest za-
gadnieniem trudnym, zlozonym i definitywnie
jeszcze nie rozwigzanym. Podstawowa metoda
identyfikacyjna polega na analizie tzw. ,anty-
genéw rozpuszczalnych®, tj. toksyn, przy po-
mocy seroneutralizacji. Ma ona kolosalne zna-
czenie praktyczne, niemniej jednak z nauko-
wego punktu widzenia, musi budzi¢ pewne za-
strzezenie, gdyz nie moze by¢ uzyta w sto-
sunku do wszystkich szczepdéw, ktére nie pro-
dukuja lub =zatracily zdolno$é wytwarzania
toksyny. Toksynogennosc szczepdw jest proce-
sem dynamicznie zmiennym, czesto calkowicie
zanikajacym i dlatego nie nadaje sie w peini,
jako podstawa szeroko pomys$lanej identyfika-
cji laseczek Cl. botulinum, zwlaszeza typu C,
u ktérego zanik toksynotworczosei wystepuje
szezegolnie czesto. Wykorzystanie wlasciwosci
morfologicznych, hodowlanych i biochemicz-
nych, aczkolwiek pomocne, jednak nie daje
rowniez dostatecznie pewnych podstaw diagno-
stycznych ze wzgledu na niestalo$¢ powyzszych
cech. Jednym z gléwnych testow biochemicz-
nego roéznicowania nietoksynotwoérczych szcze-
pow Cl. botulinum, od podobnych do nich
szczepéw Cl. sporogenes, ma by¢ odczyn na
skatol. Jednak jak to wynika z wlasnych
obserwacji, metoda ta zawodzi nawet w tym
waskim zakresie, gdyz wypada ujemnie z wie-
loma szczepami uznanymi za Cl. sporogenes.
W zwigzku z powyzszym nalezy sadzié, ze
przebadanie antygendéw ,nierozpuszczalnych”
— komorkowych jest jak najbardziej aktualne,
gdyz stwarza nowe mozliwosci, dotychczas
niewykorzystane.

Dotychczasowe badania nad antygenami ko-
moérkowymi laseczek Clostridium doprowadzily
do ustalenia ich pewnej praktycznej przydat-
nosci dla réznicowania nietoksynotworezych
szczepow Cl. botulinum od Cl. sporogenes
(49, 53), CIl. sordelli od Cl. bifermentans (32,
33, 34), Cl. feseri od Cl. septicum (1, 45), jak
réwniez przy identyfikacji szczepow Cl. oede-
matiens (2), typow Cl. tetani (23, 25) i szcze-
péw zatru¢ pokarmowych Cl. perfringens A
(11).

Zaklad Higieny Weterynaryjnej w Lublinie
Kierownik: dr T. DABROWSKI

Prace nad serologicznym usystematyzowa-
niem ziarniakéw rodzaju Streptococcus (18),
oraz pateczek Salmonella (16) i Escherichia (15)
wywarly wyrazny wplyw na tok badan nad
antygenami komoérkowymi laseczek beztleno-
wych. Badania takie podjeli w latach 1951—
1955 Mandia i Bruner (20) oraz Mandia (21,
22, 23, 24), a nastepnie Moussa (45). Osiggniete
wyniki umozliwily ulozenie schematu antyge-
néw laseczek Clostridium analogicznego w
swych gléwnych zalozeniach do schematu dla
pateczek Salmonella. U proteolitycznych bez-
tlenowcow Clostridium sp. wyrozniono anty-
geny somatyczne cieplostale ,,0” 1 cieplo-
chwiejne ,I.” stanowigce podstawe zaliczenia
szczepu do gatunku oraz antygeny rzeskowe
,H’ okresSlajgce typy aglutynacyjne. Zapropo-
nowany schemat objal miedzy innymi réwniez
proteolityczne szczepy Cl. botulinum A i B.
Szczepy te wykazywaly pokrewieristwa anty-
genowe ze szczepami Cl. sporogenes, Cl. histo-
lyticum i Cl. tetani (23). Zastosowane w ha-
stepnych latach w naszym laboratorium od-
czyny Ouchterlony‘ego (4) i immunofluore-
scencji (13) czeSciowo potwierdzily obecnosé
tych miedzygatunkowych powiazan. Pokre-
wienistwa antygenowe zaobserwowano pomig-
dzy Cl. botulinum C i D, a Cl. oedematiens A,
B i D oraz pomiedzy Cl. botulinum A i B, a ClL.
sporogenes. Niewykazanie reakcji miedzyga-
tunkowej Cl. botulinum z laseczkami innych
proteolitycznych gatunkow Clostridium, mogto
wynikngé z uzycia przez autoréw surowic pko
antygenom ogrzewanym, u ktérych ogranicze-
nie 1ilofci antygenéw podejrzewali Walker
i Batty (59). Badania Walkera i Batty (59), Cy-
gana 1 Jastrzebskiego (4) oraz Jastrzebskiego
i Cygana (13) pozwolily na serologiczny podzial
szczepow Cl. botulinum na 3 serotypy: 1) obej-
mujgcy proteolityczne szczepy typow tok-
sycznych A, B i F; 2) sacharolityczne typy
C i D; 3) sacharolityczny typ E. JednoczesSnie
stwierdzono do$¢ znaczne zréznicowanie szcze-
péw w obrebie poszczegolnych serotypow
wskazujgce na obecno$¢ ras serologicznych.
Obserwacja ta potwierdza wczesniejsze wyniki
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