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Włościwości chorobolwórcze i uodpornioiqce dwóch kroiowych
szczepów choroby Auieszky'ego (chA) posożowonych w różnych

lemperoluroch przez hodowle komórek zorodko kurzego
zakład Badania chorób świń Instytutu weterynaril w Puławach

}<ierownik: prof. dr II. JANoWSKI *

Wielokrotne pasaże poszczególnych s,zczepów
wirusa chA przez hodowle komorek, zarodki-
kurze względnie zwierzęta, powodują zmniej-
szenie względnie utratę zjadliwości tych
szczepów dla różnych gatunków zwierząt. Do-
noszą o tym Bartha (1), Śkoda (6), Żuffa (10),
Bran (2), Toneva (9) i inni. Uzyskane tą dro-gą osłabione (atenuowane) względnie nie-
zjadliwe (niechorobotworcze) szczepy wirusa
chA charakteryzują się odmiennymi od wyj-
ściowych właściwościami biologicznymi, a w
szczególności: 1) zmniejszeniem rvzgl. utratą
zjadliwości dla różnych gatunków zws,erząt,
2) odmiennymi zmianami cytopatycznymi w
rożnych hodowlach komórek oraz 3) utratą
zdolności wywoływania świądu u królików.

Dalszą charakterystykę niektorych osłabio-
nych szczepów chA, a zwłaszcza badanie cech
genetycznych (markerów) przeprowadził Wi-
jaszka (5),

Uzyskane wstępne wyniki wpływu ńżnej
temperatury pasażowania na rniano wirusa
chA postanowiono wykorzystać do prob ewen-
tualnego szybszego osłabiania (atenuowania)
zjadliwych krajowych szczepów wirusa chA.
Ponadto postanowiono sprawdzić stopień
znrienności tych szczepów przez badanie mar-
kerów genetycznych przed i po kilkudziesięciu
pasażach w hodowli komórek oraz zbadać sto-
pień ich zjadliwości i właściwości immuno-
genne dla ś,wiń po wykonaniu pasaży. Powyż-
sze założenia stanowią cel niniejszej pracy.

Materiał i metody
Do badań użyto:
1. Bardzo zjadlirvy szczep ,,N" wirusa chA wyizo-

lowany (3) z mózga padłych norek. Miano TCID56
tego szczepu dla hodowli komórek zarodka kurzego
w 5 pasażu wynosiło 10-5,5.

2. Zjadliwy szczep ,,D" wirusa chA wyizolowany
(4) z płuc i śledziony padłej świni. Jego miano
TCID5g w 5 pasażu wynosiło 10-5,0. Do zakażeit
challange'orvych użyto szczep W7, opisany uprzed-
nio (8). Jednodniowe, jednowarstwowe pierwotne ho-
dow]e komórek zarodka kurzego przygotowano wg
metody podanej uprzednio (3, 4). Sposób wykonania
odczynu seroneutralizacji oraz selekcji szczepów me-
todą łysiirek opisano uprzednio (5).

3. Swinie rasy wielkiej białej polskiej w wieku
ok. 2-2,5 mies., o cieżatze ok. 20-25 kg *).

Całość badań podzielono na na,stępujące etapy:
A. Selekcja klonalna szczepów N i D po 5 wstęp-

nych pasażach.

*) część pracy dotycząca badania stopnia nieszkodliwości
badanych szczepó,w oraż ich właściwoŚci immunogennych
Została wykonana w z'IP Dobiegniew.

Autorzy dziękują Dyrektorowi zakładów, Panu M. Niziń-
skiemu i Dr B. Bartoszowi za udostępnienie materiału do-
świadczaInego.
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I]. Określenie poclstawowych markcrów genetycz-
nych wybranych szczepów takich jak: t (tempera-
tura), d +, d - (wpłyrv różnych stęże/i NaIICO, w
podłożu), wielkość łysinek, wpłylv trypsyny, efekt
cytopatyczny, zdolność wyrł,oływania śrł,iądu (p mar-
ker) przed i po 50 pasażach.

C. Przeprowadzenie 50 pasaży obyd,"vu szczepów
lv hodowli komórek zarodka kurzego. Hodowle pro-
v,zadzono w probówkach, które po zakażeniu inkubo-
rvancl kolejno w temperaturze 30, 37 i 40oC. Efekt
cytopatyczny za7eżnie od temperatury irrkrrbacji po-
jawiał się- 2-7 dnia po zakażeniu hodowli komórek.

D. Okrdślenie stopnia zjadliwości obyciwu szczepów
po 50 pasażach dla świń. Grupie 10 śtł,iń wstrzyk-
nięto po 1 ml wirusa N. (100 000 dawek TCiD). Taką
samą ilość tvirusa ,,D" rł-strzyknięto drugiej grupie
świń. Po 21 dniowym oklesie obserwacji, okreśIorlrl
pcziom przeciwciał sn, a następnie obie grupy zaka-
żono poriskórnie zjadliwym szczepem W7 wirusa chA
w dawce 2Y., I00 000 dawek TCID56. Obydwie grupy
obserwowano dalej przez następne 21 dni.

' Wyniki
Wyniki badania markerów genetycznych szczepów

,,],I" i ,,D" wirusa chA przed wykonaniem pasaży i
po 50 pasażach ptzez hodowle J<omórek zarodka ku-
rzego zebrane są w tab. 1.
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Z danych przedstawionych w tab. 1 wynika, że
w przypadku szczepu ,,N" stwierdzono znaczne róż-
nice jego właściwości po 50 pasażach vi,, stosunku do
właściwości wyjścior,r,ych. Różnice te dotyczyły wszy-
stkich badanych markerów genetycznych. Natomiast
w przypadku szczepu ,,D" stwierdzono tylko nie-
znaczne różnice w markerach t i d.

Porównując cechy genetyczne obydw-u badanych
szczepów po 50 pasażach, zauważa się wyraźną i da-
leko idącą zmianę cech szczepu N polegającą na jego
atenuacji.

lMyniki badań stopnia zjadlirvości oraz właściwości
uodporniających dla świń szczepów wirusa chA uży-
tych w badaniu przedstar,r,ia tab. 2.

Jak wynika z danych przedsta-wiotrych w tab. 2
w czasie 2l-dnio,wej obserwacji zwierząL zakażonych
szczepem N nie stwierdzono objawów chorobowych.
Wskazują na to zarówno weu,nętrzrra ciepłota ciałajak i brak innych objawów klinicznych zakażenia,
Stwierdzono znacz|ly wzrost (1:10 - 1:40) poziomu
przeciurciał sn w stosunku do poziomu wykazanego
przed zakażeniem.

Natomiast rv grupie śrł,iń zakażonych szczepem
,,D" strvierdzono podwyźszenie wewnętrznej tempera-
tury ciała, które wystąpiło międz5, 4 a 72 dniem po
zakażeniu. Wystąpiły również inne objawy kliniczne
(kaszel, wyciek z j. ustnej i nosowe j, utrudnione
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oddychanie). w końcowyrn okres.ie obserwacji zwie-
rzęta zdrowiały. Badanie poziomu przeciwciał sn po
21 dniach wykazało nieznaczne podwyższenie miana
do 1:5 tylko u 2 świń.

Zakażenie challange'owe (kontrolne) nie lływołało
żadnej reakcji klinicznej w grupie świń uprzednio
zakażonych szczepem ,,N". Stwierdzono u nich jedy-
nie dalszy wzrost poziomu przeciwciał sn rł, surowi-
cy. W drugiej grupie świń (szczep D) zakażeIrie kon-
trolne spowodowało zachorowanie 9 świń, z ktćlrych
l padła.

omówienie
Z przedstawionych wyników badań na szcze-

gólną uwagę zasługuje stwierdzenie istotnych
różnic pomiędzy właściwościami badanych
szczepów po pasażach, i to zarówno w odnie-
sieniu do markerów genetycznych, jak i stop-
nia zjadliwości oraz właściwości uodporniają-
cych dla świń, Ponadto wykazano, że cechy
genetyczne jednego z pasażowanych szczepów
okazały się różne od szczepu wyjściowego,
Różnice te widać szczególnie wyraźnie w wy-
nikach badania wpływu temperatury pasaży,
rvpływu NaHCO3, trypsyny oraz w zmianie
typu efektu cytopatycznego i utracie zdolno-

Ryc. l. Hodowla komórek zarodka kulzego 96 Eod.z. po za-
każeniu szczepem zjadliwym. ,[iręo' "r'ooatyczny typ I).

ści wywoływania świądu. Przytoczone różnice
cech genetycznych świadczą o postępującej
pod wpływem pasaży atenuacji szczepu. Po-
dobne wyniki uzyskał Skoda (6, 7), który
stwierdził utratę zdolności wywołyr,vania świą-
du u królików przez szczep BUK po 328 pasa-
żach, otaz Bartha (1), ktory po 81 pasażaclr
szczepu K opisał zmianę we wrażliwości szcze-
pu na trypsynę i utratę wywoływania świądu
po wstrzyknięciu go królikom.
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nyc. ?, Hodowla komórek zarodka klrzego 96 godz. po za-
każeniu szczepem o"rror3t"#rJo"fekt cytopatyczny trp II).

Na szczegolne podkreś]enie zasługuje rów-
nież takt wykazania zbieżności wynikow bada-
nia markerow genet;lcznych, stopnia zjadliwo-
ści oraz rvłaściwości uodparniających obu ba-
danych szczepow. Szczep ,,N" po pasażach
charakteryzowaŁ się dobrym wskeźnikiem ate-
nuacji, był niezjadlirvy dla św-iń oraz wywoły-
wał _wysoki poziom przeci,",t,cia.ł sn w surowi-
cy. Su,inie zakażone Lym szczepem były nie-
u,rażliwe na zakazenie kontrolne. Natomiast
szczep ,,D" charakteryzowaŁ się gorszym
wskaźnikiem atenuacji, był clrorobotwórczy
dla świń i powodował słabą odporność.

Polvyższe badania stanowią wstęp do dal-
szych prac nad uzyskaniem szczepów wirusa
chA, które byłyby niechorobotwórczę dla wie-
lu gatunkóytl zwierząt, a jednocześnie posia-
da}5z dobre właściwości immunogenne.

Wnioski
1, Pasaże zjadliwych szczepcw ,,N" i ,,D"

wirusa chA przeprowadzone w temperaturze
40oC pow-odowały znacznie szybsze osłabienie
ich zjadliwości niż pasażowanie w temperatu-
rze 37"C.

2. Szczep ,,N" wirusa chA o większyrn stop-
niu zjadlivzości ulegał szybciej atenuacji niż
szczep słabo zjadliwy ,,D".

3. Wielokrotne pasaże badanych szczepólv
w różnej temperaturze okazały się przydatne
do uzyskania osłabionego szczepu wirusa chA
o dobrych właściwościach uodporniających.

4. Stwierdzono przydatność badania marke-
rów genetycznych do określania stopnia zja-
dliwości szczepów wirusa chA.
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ZYGMUNT CYGAN

cr. bołulinum
Zogodnienie onłygenów,,nierozpuszczalnych" w identyfikocii

Katedla Mikrobiologii *iiiłiJ, 
weterynarii

Kierownik: prof. dI T. JASTRZĘBSKI

Diagnostyka laseczek Cl. botulźnum jest za,
gadnieniem trudnym, złożonyrn i definitywnie
jeszcze nie rozwiązarlym. Podstawowa metoda
identyfikacyjna polega na analizie tzw. ,,anty:
genów rozpuszczalnych", tj. toksyn, przy po-
mocy seroneutralizacji. Ma ona kolosalne zna-
czenie praktyczne, niemniej jednak z nauko-
wego punktu widzenia, musi budzić pewne za-
strzeżenie, gdyż nie może być użyta w sto-
sunku do wszystkich szczepów, które nie pro-
dukują lub zatraciły zdolność wytwarzania

stycznych ze względu na niestałość powyższych
cech. Jednym z głównych testów biochemicz-
nego różnicowania nietoksynotwórczych szcze-
pów Cl. botulinum, od podobnych do nich
szczepów Cl, sporogenes, ma być odczyn na
skatol, Jednak ja[< to wynika z własnych
obserwacji, metoda ta zawodzi nawet w tym
wąskim zakresie, gdyż wypada ujemnie z wie-
loma szczepami uznanymi za Cl. sporogenes.
W zwtązku z powyższym należy sądzić, że
przebadanie antygenów,,nierozpuszczalnych"

- komórkowych jest jak najbardziej aktualne,
gdyż stwarza nowe możliwości, dotychczas
niewykorzystane.

Dotychczasowe badania nad antygenami ko-
mórkowymi laseczek Clostridżum doprowadziły
do ustalenia ich pewnej praktycznej przydat-
ności dla róznicowania nietoksynotwórczych
szczepów Cl. botulżnum od Cl. sporogenes
(49, 53), Cl. sordellż od Cl. biJermentans (32,
33, 34), Cl. Jeserż od Cl. septżcum, (1, 45), jak
również orzy identyfikacji szczepów Cl, oede-
matżens (2), typów CI. tetanż (23, 25) i szcze-
pów zatruć pokarmowych Cl. perJringens A
(1 1).

zakład Higieny wetelynaryJnej w Lublinie
Kierownik: dr T. DĄBRoWSKI

Prace nad serologicznym usystematyzowa-
niem ziąrniaków rodzaju Streptococcus (1B),
oraz pał6.czek Salmonella (16) i Escherżchżo (15)
wywarły wyraźny wpływ na tok badań nad
antygenami komórkowymi laseczek beztleno-
wych. Badania takie podjęli w latach 1951-
1955 Mandia i Bruner (20) oraz Mandia (27,
22, 23, 24), a następnie Moussa (45). Osiągnięte
wyniki umozliwiły ułożenie schematu antyge-
nów laseczek Clostrżdi,um analogicznego w
swych głównych założeniach do schematu dla
pałeczek Salmonella. U proteolitycznych bez-
tlenowców Clostrżdżum sp. wyróżniono anty-
geny somatyczne ciepłostałe ,,O" i ciepło-
chwiejne ,,L" stanowiące podstawę zaliczenia
szczepu do gatunku oraz antygeny rzęskowe
,,H" określające typy aglutynacyjne. Zapropo-
nowany schemat objął między innymi również
proteolityczne szczepy Cl. botulżnąrn A i B.
Szczepy te wykazywały pokrewieństwa anty-
genowe ze szczeparni Cl. sporogenes, Cl. histo-
Lgtżcum i Cl. tetanż (23). Zastosowane w na-
stępnych latach w naszym laboratorium od-
czyny Ouchterlony'ego (4) i immunofluore-
scencji (13) częściowo potwierdziły obecność
tych międzygatunil<owych powiązań. Pokre-
wieństwa antygenowe zaobserwowano pomię-
dzy Cl. botulznum C i D, a Cl. oedematiens A,
B i D oraz pomiędzy Cl. botulżnum A i B, a Cl.
sporogenes. Niewykazanię reakcji międzyga-
tunkowej Cl. botulżnun,L z laseczkami innych
proteolitycznych gatunków Clostrżdium, mogło
wyniknąć z użycia ptzez autorów surowic pkc
antygenom ogrzewanym, u których ogranicze-
nie ilości antygenów podejrzewali Walker
i Batty (59), Badania Walkera i Batty (59), Cy-
gana i Jastrzębskiego (4) oraz Jasttzębskiego
i Cygana (13) pozwoliły na serologiczny podział
szczepów Cl. botulinunx na 3 serotypy: 1) obej-
mujący proteolityczne szczepy typów tok-
sycznych A, B i F; 2) sacharolityczne typy
C i D; 3) sacharolityczny typ E, Jednocześnie
stwierdzono dość znaczTle zróżnicowanie szcze-
pów w obrębie poszczególnych serotypów
wskazujące na obecność ras serologicznych.
Obserwacja ta potwierdza wcześniejsze wyniki
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