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JERZY WISNIEWSKI

Wpltyw czynnikéw fizycznych i chemicznych na wirus pryszczycy

Zaktad Badania Pryszezycy Instytutu Weterynarii w Zdunskiej Woli
Kierownik: prof. dr T. KOBUSIEWICZ

Jednym z podstawowych elementow walki z
pryszczyca jest zniszczenie zrodia zakazenia.
Zadanie to spelnia odkazanie (9), ktore przy po-
mocy $rodkow fizycznych i chemicznych pro-
wadzi do catkowitego zniszczenia wirusa.

Przy produkecji szczepionek, podczas inakty-
wacji wirus jest takze pozbawiony zjadliwoseci
i zdolno$ci do namnazania, ale zachowuje zdol-
nos¢ adsorbcji i przenikania do komorki (23).

Wirus pryszezycy jest jednym z najmniej-
szych a jednoczesnie najbardziej zjadliwych za-
razkow, opornym na dzialanie czynnikéw ter-
micznych. Zarazek ma ksztalt kulistych czg-
stek o wymiarach 22—25 mp. Kompletny wir-
ion sklada sie z centralnie potozonego kwasu
nukleinowego RNA i zewnetrznej otoczki pro-
teinowej zwanej kapsydem, utworzonej z 32
podjednostek biatkowych — kapsomerow. W
kwasie rybonukleinowym zakodowane s3
wszystkie wlasciwosci genetyczne wirusa. Po-
jedyncze kapsomery widoczne sg, przy uzyciu
mikroskopu elektronowego, w formie czastek
T—8mu (8).

Aby wirus zostal unieczynniony musi ulec
rozbiciu jego kwas nukleinowy. W procesie u-
nieszkodliwiania wirusa niektore czynniki moga
dziala¢ bezpos$rednio na kwas nukleinowy, nie
uszkadzajgc otoczki proteinowej. W ten sposob
dzialaja promienie ultrafioletowe, a z czynni-
kéw chemicznych: acetyletylenamina, beta-pro-
piolakton, glicydaldehyd i hydroxylamina (23).
Temperatura powyzej 50°C  oraz formalina
dzialajg przede wszystkim uszkadzajaco na oto-

czke bialkowa, a wtornie na kwas nukleinowy.
Inne érodki uszkadzaja tylko otoczke protei-
nowg, pozostawiajac nieuszkodzony kwas nu-
kleinowy. Oddziatywanie takie wywiera kwas-
ne $rodowisko. Mechanizm tej reakcji jest na-
stepujacy: w érodowisku kwasnym otoczka pro-
teinowa wirusa pryszezyey rozpada sie uwal-
niajac kwas nukleinowy. Czgstki 22 mu zostaja
rozbite w czastki 7 mp (13). Chociaz kwas nu-
kleinowy w $rodowisku kwasnym w przeciwie-
nstwie do kompletnego wirusa jest stabilny, nie
wywoluje on infekeji, gdyz w zwyklej tempera-
turze jest bardzo chwiejny i ulega rozkladowi
przez ferment rybonukleaze komérkows (cyt. za
23). W ten sposoéb kwasne $rodowisko przez roz-
bicie otoczki proteinowej dziala inaktywujaco
na wirus pryszczycy.

Dziatanie temperatury. Podstawo-
wym czynnikiem wplywajacym na trwalosé
konserwacji wirusa jak i szczepionek jest od-
powiednia temperatura. Dzieki zamrozeniu roz-
twordw wirusowych, wzglednie pecherzy prysz-
czycowych, wirus mozna prezetvzymywad przez
kilka lat w temperaturze od -40° do -70°C, bez
straty infekcyjnosci. Wirus przechowuje sie
gorzej w temperaturze -15 do -40°C. Naj-
lepsze warunki konserwacji zapewnia proces
liofilizacji. Dzieki zamrozeniu i wysuszeniu w
prézni mozna przechowywaé¢ wirus w 4°C co
najmniej 1 rok bez straty miana infekryjnego
(8).

W miare wzrastania temperatury wirus traci
moc infekeyjna. W temperaturze od 10 do 15°C
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wirus utrzymuje sie miesigcami, w 20 — 25°C
tygodniami. Temperatury do 43°C wywieraja
wplyw glownie na RNA, dlatego wirus traci
infekecyjnos¢, ale zachowuje immunogenncsc.
Temperatury wyzsze dzialajg na proteing. W
56°C czastki 22 my rozpadaja sie¢ w czastki 7
mp uwalniajgc RNA ze stratg mocy immuno-
gennej (Bachrach cyt. za 8).

Dimopoullos i wsp. (4) wykazali obecnos¢ zy-
wego, resztkowego wirusa w zawiesinach pe-
cherzy pryszezycowych bydla przetrzymywa-
wanych przez 6 godzin w 70°C. Przy uzyciu
duzej dawki inokulatu autorzy wyizolowali in-
fekeyjny wirus jeszcze po 4 godzinach dzialania
85°C. Znaczna wytrzymalo$é wirusa na dziala-
nie ciepla przysparza wiele klopotu przy stery-
lizacji Sciekow w laboratoriach operujacych za-
razkiem pryszczycy.

Dzialanie promieni ultrafiole-
towych i ultradzwieko6w. Promienie
ultrafioletowe wywolujg rézng inaktywacje, w
zaleznosci od diugosci fali. Po napromieniowa-
niu wirus zachowuje wlasciwosci wigzania do-
pelniacza i seroprecypitacji. Metoda inaktywa-
cji wirusa przez promienie ultrafioletowe nie
znalazla zastosowania przy produkcji szcze-
pionki przeciwpryszczycowej, ale jest po-
wszechnie stosowana do dezynfekcji pomie-
szczen laboratoryjnych (8).

Uliradzwieki o energii 33 watow przy 960
kHz zastosowane do lepszej ekstrakcji wirusa
z tkanek nie niszczyly zarazka w ciggu 4 godzin
(Girard, Mackowiak cyt. za 8).

Dziatanie pH. Wirus pryszczycy jest
jednym z najbardziej wrazliwych wiruséw na
zmiane koncentracji jonow wodorowych $rodo-
wiska. Optymalne warunki stabilno$ci zapew-
nia zarazkowi pH od 7,0 do 7,8 (1, 20, 24, 26).
Zmiana pH w kierunku kwasnym ponizej 6,0
powoduje szybka inaktywacje zarazka. Bach-
rach i wsp. (1) stwierdzili przeirwanie riliono-
wej czesci populacji wirusa przez 60 minut przy
pH 6,0. W srodowisku o pH 3—4 nie stwierdzo-
no zadnej infekcyjnosci juz po 15 sekundach. W
strefie pH 8—9 strata infekcyjnosci jest bardzo
powolna, a wirus utrzymuje sie kilka tygodni.
W miare wzrastania alkalicznosci nastepuje
przySpieszenie inaktywacji. Przy pH 10 wirus
zachowuje infekcyjnos¢ w ciggu kilku dni. W
Srodowisku o pH 11 inaktywacja nastepuje w
czasie kilku minut. Dopiero pH 13—14 niszczy
catkowicie wirus w ciggu jednej — dwoéch mi-
nut (23).

Dziatanie $rodkow chemicz-
nych. Ogélnie mozna powiedzieé, ze sposrod
Srodkéw dezynfekcyjnych najbardziej skutecz-
ne sg te, ktorych dzialanie powoduje najwicksze
zmiany odczynowe w kierunku alkalicznym lub
kwasnym.

Z licznej grupy srodkéw chemicznych, ktére
cechuja sie dzialaniem wirusobdjczym na wirus
pryszezycy, praktyczne zastosowanie do odka-
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zania znalazly: soda zrgca, weglan sodu, krze-
mian sodu, wapno chlorowane, wapno S$wiezo
gaszone, formol, kwas cytrynowy, kwas mleko-
wy, kwas octowy, kwas siarkowy.

Soda zraca jest jednym z najstarszych i naj-
skuteczniejszych $rodkow odkazajgcych. Jej za-
letg jest szybkie i pewne unieczynnienie wiru-
sa, natomiast wadg zbyt silne dzialanie Zrgce w
nastepstwie ktorego przy wielokrotnym jej sto-
sowaniu dochodzi do uszkodzenia naskodrka ragk
oraz przedmiotéw dezynfekowanych. Roztwor
tugu sodowego o pH 13—14 zabija wirus pry-
szczycy w ciggu jednej minuty. W warunkach
odkazania zimowego dla obnizenia punktu za-
marzania roztworu sody Poljakow i Nauryzba-
jew (17) oraz Boczarow (2) polecajg dodawaé
przy temperaturze ponizej 15° C 15%, natomiast
przy -5 do -15°C 10% chlorku sodu. 5%
goracy roztwér weglanu sodu zabija wirus w
ciggu 15 minut, natomiast soda o temperaturze
pokojowej niszczy wirus zawarty w tkance po
4 godzinach.

Formalina jest znacznie slabszym &rodkiem
odkazajacym niz soda Zrgca. W rozciehczeniu
1:50 inaktywuje wirus pryszczycy w plynie pe-
cherzowym po 3 godzinach. Do unieczynnienia
wirusa w tkance trzeba uzyé¢ rozciefczenia 1:20
(6). 10% formalina zabija wirus z hodowli ko-
morkowej po 10 minutach (23). 2% roztwor
formaldehydu znalaz? zastosowanie do dezynfe-
kcji pomieszezen w postaci aerosolu w dawce
15 ml na 1 m3 Po odkazaniu pomieszczenie
musi by¢ zamkniete przez 24 godziny (10, 17,
23). Rozow stosowal roztwor formolu z dodat-
kiem chlorofosu, bagdz trdéjchlorometafosu w
koncentracji 0,2%. Dzialanie wirusob6jcze wy-
stepowalo po 1 godzinie, natomiast insekto-
bojcze po 5 minutowym kontakcie z dezynfe-
kowana powierzchnig (18).

Do dezynfekcji paszowego ziarna zakazone-
go wirusem Nauryzbajew poleca 0,8% roztwor
formaldehydu w ilosci 10 1 na 100 kg ziarna.
Po zastosuwaniu srodka odkazajgcego ziarno
musi by¢ przykryte brezentem, a po 24 godzi-
nach dokladnie przewietrzone (14). Mleko wa-
pienne uzywane do dezynfekcji ma warto$é wo-
weczas, gdy jest przygotowywane ze $wiezego
gaszonego wapna. Wodorotlenek wapniowy
posiadajagcy  dzialanie wirusobéjcze latwo
wchlania dwutlenek wegla z powietrza i prze-
twarza sie w weglan wapniowy pozbawiony
wlasciwosci odkazajacych (19).

Sposréd preparatow chlorowych zastosowanie
do dezynfekcji znalazly podchloryn sodu, wa-
pno chlorowane i chloramina (6, 19, 22). Prepa-
raty te ze wzgledu na silny i nieprzyjemny za-
pach maja ograniczone zastosowanie, gdyz nie
mogg by¢ uzywane w pomieszezeniach gdzie
przebywaja zwierzeta. Srodki odkazajgce za-
wierajgce chlor znalazly zastosowanie do de-
zynfekcji sciekdéw (12).
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Podchloryn sodu szybko unieszkodliwia wirus
pryszczycy, ale zawarto$¢ substancji crganicz-
nych w $rodowisku zmniejsza jego aktywnosc
(22). Do odkazania stosowane sg rowniez roz-
twory kwasoéw jak np.: mlekowego, cytrynowe-
go, siarkowego (7, 11, 15, 22).

Dzialanie detergentoéow. Wirus pry-
szezycy wolny od lipidow nie wykazuje wrazli-
wosci na dziatanie detergentéw (22). Zaréwno
detergenty anionowe np. siarczan dodecylu so-
du oraz kationowe jak bromek cetylotrimetylo-
amonowy, badZ niejonowe jak Tween 80 nie
wywierajg dzialania wirusobo6jczego (8). Deter-
genty powoduja zmniejszenie napigcia po-
wierzchniowego, zwiekszenie nawilzania i cho-
ciaz nie dzialajg odkazajaco na wirus pryszczy-
cy to rozpraszajg jego skupiska. Dodatek de-
tergentu do roztworu kwasu cytrynowego lub
octowego, uzywanych do odkazania rgk, nie
oslabial ich dzialania dezynfekcyjnego, a prze-
ciwdzialal szorstkos$ci naskorka (22).

Dziatanie $rodkow inaktywuja-
cych, uzywanych do produkeji szczepionki.
Najczesciej uzywanym $rodkiem inaktywuja-
cym w produkeji szczepionek przeciwpryszezy-
cowych jest formalina. Czas inaktywacji szcze-
pionki jest funkcja koncentracji formolu, tem-
peratury, preparatu wiralnego oraz pH. W tem:-
peraturze 4°C inaktywacja jest bardzo powol-
na. Najczesciej szczepionki inaktywuje sie daw-
ka 0,05% formolu, w temperaturze 26°C w cig-
gu 48 godzin. Po zawarto$ci w szczepionce
znacznych ilo$ci substancji organicznych (bial-
ka), inaktywacja wirusa moze by¢ niekomplet-
na. Wodorotlenek glinu zawarty w szczepionce
wzmacnia dzialanie inaktywujgce formaliny (6).

Od kilku lat w produkcji szczepionek zna-
lazty takze zastosowanie inne czynniki inakty-
wujgce. Wymieni¢ tu nalezy acetyletylenamine
(AEI), stosowang w dawce 0,05%, w tempera-
turze 37°C przy pH 7,6, ktéra inaktywuje wi-
rus pryszczycy w kilka godzin. Czynnik ten
dziata na RNA, a nie na wiralne proteiny im-
munogenne. Beta-propiolakton (BPL) inakty-
wuje wirus pryszezycy w stezeniu 0,02—0,05%
(8, 21, 25). Inaktywacja niezalezna jest od po-
czgtkowe] infekcyjnosci wirusa. Szybkos¢ inak-
tywacji wzrasta wraz z temperaturg, a maleje
W obecnosci znacznego poziomu biatka i alka-
licznego pH. Beta-propiolakton dziala na kwas
nukleinowy wirusa i przedstawia te korzysé,
ze znika samoczynnie przez hydrolize w czasie
inaktywacji. Szczepionki z beta-propiolakto-
nem, podobnie jak szczepionki inaktywowane
acetyletylenaming, sa co najmniej tak sku-
teczne jak szczepionki z formaling (5, 6, 25).
Martinsen stwierdzit, ze glicydaldehyd inakty-
wuje wirus pryszczycy juz w dawce 0,01%
przy 37°C w przeciggu 2 godzin (cyt. za 8).

Poréwnujac wyniki badan réznych autoréow
nad dzialaniem czynnikéw fizycznych i che-
micznych na wirus pryszczycy stwierdza sie

niekiedy znaczne rozbieznosci. Przyczyng tego
mozZze by¢ rézne pochodzenie wirusa, stopien
jego oczyszczenia, plyny uzyte do ekstrakeji,
metody badania, rodzaj zywiciela, droga ino-
kulacji, wielko§¢ inokulatu itp. Wirus zawarty
w Srodowisku bogatym w bialko jak np. we
krwi, surowicy, mleku bedzie inaktywowany
wolniej (6, 8, 22, 23). Biatko absorbuje czesé¢
Srodka odkarzajgcego i zmniejsza w ten spo-
s6b jego natezenie, ponadto biatko dziata jako
koloid ochronny dla wirusa. Wilgo¢ wpltywa na
przyspieszenie inaktywacji wirusa, wysuszenie
hamuje ja. W czasie produkcji suszonego mleka
wirus wytrzymal dzialanie 140°C i przetrwat
dwa lata (16). Zarazek pryszczycy w suchym
mleku uleg! inaktywacji dopiero po 30 minu-
tach dzialania temperatury 120°C. (cyt. za 23).
Szybkos¢ inaktywacji jest uzalezniona takze
od wlaseiwosci specyficznych wirusa. Jedne
szcezepy cechujg sie duzg wrazliwoscig na tem-
perature ulegajgc inaktywacji w 50°C po 1 go-
dzinie, inne dopiero po kilku godzinach. Wit-
tmann podaje, ze w populacji wirusa istnieje
bardzo mata ilo$¢ czastek opornych na dziala-
nie ciepla, pH i formaliny, ktére dadzg sie wy-
razi¢ stosunkiem 1:10 000 — 1:1 000 000. Z wi-
rusa inaktywowanego przez 5 do 7 godzin w
50°C wyizolowano mutanty oporne na tempe-
rature, ktore ulegly zniszezeniu dopiero po 17
godzinach. Bachrach stwierdzil oporno$¢ jedno
milionowej populacji wirusa w Srodowisku o
pH 6,0. Wedlug Wittmanna takie mutanty wi-
rusa oporne na temperature, pH czy chemika-
lia mogg by¢ przyczyna niekompletnej inakty-
wacji szczepionki lub niepelnej dezynfekcji.
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