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Wpływ czynników lizycznych ichemicznych nq wirus pryszczycy
Zakład Badania Pryszczycy Instytutu Weterynarii w zduńskiej Woli

Kierownik: prof . dr T. KoBUsIEWIcz

Jednym z podstawowych elementów walki z
pryszczycą jest zniszczenie żródła zakażenia,
Zadanie to spełnia odkażanie (9), które przy po-
mocy środków fizycznych i chemicznych pro-
wadzi do całkowitego zniszczenia wirusa.

Przy produkcji szczepionek, podczas inakty-
wacji wirus jest także pozbąq7i_lin! zjadliwości
i zdolności do namnażania, aie zachowu_je zdol-
ność adsorbcji i przenikania do komórl<i (23).

Wirus pTyszczycy jest jednym z najmniej-
szych a jednocześnie najbardziej zjadliwych za-
razków, opornym na działanie czynnikow ter-
micznych. Zarazek ma kształt kulistych czą-
stek o wymiarach 22-25 mp. Kompletny wir-
ion składa się z centralnie położonego kwasu
nukleinowego RNA i zewnętrznej otoczki pro-
teinowej zwanej kapsydem, utworzonej z 32
podjednostek białkowych - kapsomerów. W
kwasie rybonukJ,einowym zakodowane są
wszystkie właściwości genetyczne wirusa. Po-
jedyncze kapsomery widoczne są, przy użyciu
mikroskopu elektronowego, w formie cząstek
7-8mu. (8).

Aby wirus został unieczynniony musi ulec
rozbiciu jego kwas nukleinowy. W procesie u-
nieszkodliwiania wirusa niektóre czynniki mogą
działać bezpośrednio na kwas nukleinowy, nie
uszkadzając otoczki proteinowej. W ten sposób
działają promienie ultrafioletowe, a z czynni-
ków chemiczny ch: acetyletylenatnina, beta-pro-
piolakton, glicydaldehyd i hydroxylamina (23).
Temperatura powyżej 50'C oraz formalina
działają przede wszystkim uszkadzająco na oto-

czkę białkową, a wtórnie na kwas nukleinowy.
Inne środki uszkadzają tylko otoczkę protei-
nową, pozostawiając nieuszkodzony krvas nu-
kleinowy. Cddziaływanie takie wrl,r,viera kwaś-
ne środowisko. Mechanizm tej rc.akcji jest na-
stępujący: w środowisku kwaśnym otoczi<a pro-
teinowa wirusa pTyszczycsT rozpadp się uwal-
niając kwas nukleinowy, Cząstki 2ż, ml:, zostają
rozbite w cząstki 7 mp (13). Chociaż kwas nu-
kleinowy w środowisku kwaśnym łv przecilvie-
ństwie do kompletnego wirusa jest stablllry, nie
wywołuje on infekcji, gdyż w zwykłej tempera-
turze jest |-lardzo chwiejny i ulega rozkładov,,i
przez terment rybonukleazę komórkową (cyt. za
23), W ten sposób kwaśne środowisko pIzez roz-
bicie otoczki proteinowej działa inaktywująco
na Wlrus pryszczycy.

D ziałani e t emp eratury. Podstawo-
wym czynnikiem wpływającym na trwałość
konserwacji wirusa jak i szczepionek jest od-
powiednia temperatura. Dzięi<i zamtożeniu roz-
tworów wirusowych, względnie pęch.erzy prysz-
czycowych, wirus można p:r,zę'ń:zynlywać przez
kilka lat rv temperaturze od -40' do -70"C,bez
straty infekcyjności. Wirus przechowuje się
gorzej w temperaturze -15 do -40"C. Naj-
Iepsze warunki konserwacji zapewnia proces
liofilizacji. Dzięki zamrożeniu i wysuszeniu w
próżni można przechowywać wirus w 4uC co
najmniej 1 rok bez straty miana infekłyjnego
(B ).

W miarę wzrastania tempelatury wirus traci
moc infekcyjną. W temperaturze od 10 do 15"C
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miesiącami, w 20 _ 25"C
atury do 43oC wywierają
RNA, dlatego wirus traci
chowuje immunogennoŚĆ.

Temperatury wyższe działają na proteinę. W
56oC cząstki 22 msl rozpadają się w cząstki 'l

mp uwalniając RNA ze sttatą mocy immuno-
gennej (Bachrach cyt. za B).

Dimopoullos i wsp. (4) wykazali obecnośó ży-
wego, resztkowego wirusa w zawiesinach pę-

nie ciepła przysparza wiele kłopotu przy stery-
Iizacji ścieków w laboratoriach operujących za-
razkiem pTyszczycy.

Działanie promieni uItrafiole-
towych i ultradźwięków. Promienie
ultrafioletowe wywołują ńżną inaktywację, r,v

zależności od długości fali. Po napromieniowa-
niu wirus zachowuje właściwości wiązania do-
pełniacza i seroprecypitacji. Metoda inaktywa-
cji wirusa przez ptomienie ultrafioletowe nie
znalazła zastosowania przy produkcji szcze-
pionki przeciwpryszczycowej, ale jest po^
wszechnie stosowana do dezynfekcji pomie-
szczeń laboratoryjnych (B).

Ultradźwięki o energii 33 watów przy 960
kHz zastosowane do lepszej ekstrakcji wirusa
z tkanek nie niszczyły zarazka w ciągu 4 godzin
(Girard, Maćkowiak cyt. za B).

Działanie pH. Wirus pryszczycy jest
jednym z najbardziej wrażliwych wirusów na
zmianę koncentracji jonów wodorowych środo-
wiska. Optymalne warunki stabilności zapew-
nia zarazkowi pH od 7,0 do 7,8 (|, 20, 24, 26).
Zmiana pH w kierunku krvaśnym poniżej 6,0
powoduje szybką inaktywację zatazka. Bach-
rach i wsp. (1) stwierdzili przeirwanie rniliono-
wej części populacji wirusa przez 60 minut przy
pH 6,0, W środowisku o pH 3-4 nie stwierdzo-
no żadnej infekcyjności już po 15 sekundach. W
strefie pH 8-9 strata infekcyjności jest bardzo
powolna, a wirus utrzymuje się kilka tygoclni,
W miarę wzrastania alkaliczności następuje
przyśpieszenie inaktywacji. Przy pH 10 wirus
zachowuje infekcyjność w ciągu kilku dni. W
środowisku o pH 11 inaktywacja następuje w
czasie kilku minut, Dopiero pH 13-14 niszczy
całkowicie wirus w ciągu jednej - dwóch mi-
nut (23).

Działanie środków chemicz-
n y c h. Ogólnie rnożna powiedzieć, że spośród
środków dezynfekcyjnych najbrrdziej sktltecz-
ne są te, których działanie powoduje największe
zmiany odczynowe w kierunku alkalicznym lub
kwaśnym.

Z licznej grupy środków chemicznycfi, które
cechują się działaniem wirusobójczym na wirus
pryszczycy, praktyczne zastosowanie do odka-
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żania znalazły: soda żtąca, węglan sodu, krze-
mian sodu, wapno chlorowane, wapno świezo
gaszone, formol, kwas cytrynowy, kwas mleko-
wy, kwas octowy, kwas siarkowy.

Soda żrąca jest jednym z najstarszych i naj-
skuteczniejszych środków odkażających. Jej za-
letą jest szybkie i pewne unieczynnienie lviru-
sa, natomiast wadą zbyt silne działa.nie żrące w
następstwie którego przy wielokrotnym jej sto-
sowaniu dochodzi do uszkodzenia, naskórka rąk
oraz przedmiotów dezynfekorvanych. Roztwór
ługu sodowego o pH 13-14 zabija wirus pry-
szczycy w ciągu jednej nrinuty. W warunkach
odkażania zimowe§o dla oLrnizenia punktu za-
marzania roztworu sody Poljakow i Nauryzba-
jew (17) oraz Boczarow (2) polecają dodawać
przy temperaturze poniżej 15o C l57o, natomiast
przy -5 do -15"C 70010 chlorku sodu. \Vo
gorący łoztwór węglanu sodu zabija wirus w
ciągu 15 minut, natomiast soda o temperaturze
pokojowej niszczy wirus zawatty w tkance po
4 godzinach.

Formalina jest znacznie słabszym środkieln
odkażającym niż soda żrąca. W rozcieńczeniu
1:50 inaktywuje wirus pryszczycv w płynie pę-
cherzowym po 3 godzinach. I)o ttnieczynnienia
wirusa w tkance trzebaużyć rozcieńczenia 1:20
(6). 10% formalina zabija wirus z hodowli ko-
mórkowej po 10 minutach (23). 2% roztwór
formaldehy du znalazł zastosowanie do dezynf e-
kcji pomieszczeń w postaci aerosolu w dawce
15 mI na 1 m3. Po odkażani enie
musi być zamknięte przez 24 7l ,
23). Rozow stosował roztwór f dat-
kiem chiorofosu, bądź trójchlorometafosu w
koncentrac ji 0,20/o. Działanie wirusobójcze \1ły-
stępowało po 1 godzinie, natomiast insekto-
bójcze po 5 minutowym kontakcie z dezyn!.e-
kowaną powierzchnią (18).

Do dezynfekcji paszowego ziarna zakażone-
go wirusem Nauryzbajew poleca 0,80lo roztwór
formaldehydu w ilości 10 1 na 100 kg ziarna.
Po zastos..,waniu środka odkażającego ziarno
musi być przykryte brezentem, a po 24 godzi-
nach dokładnie przewietrzone (14). Mleko wa-
pienne używane do dezynfekcji ma wartość wó-
wczas, gdy jest przygotowywane ze świeżego
gaszonego wapna. Wodorotlenek wapniowy
posiadający działanie wirusobójcze łatwo
wchłania dwutlenek węgla z powietrza i prze-
twarza się w węglan wapniowy pozbawiony
właściwości odkażających (19).

Spośród preparatów chlorowych zastosowanie
do dezynfekcji zna7azły podchloryn sodu, wa-
pno chlorowane i chloramina (6, 19, 22). Prepa-

silny i nieprzyjemny za-
e zastosowanie, gdyż nie

pomieszczeniach gdzie
. Środki odkażające za-

wierające chlor znalazły zastosowanie do de-
zynfekcji ścieków (12).
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Podchloryn sodu szybko unieszkodliwia wirus
pryszczycy, ale zawartość substancji crganicz-
nych w środowisku zmniejsza jego aktywncśc
(22). Do odkażania stosowane są również roz-
twory kwasów jak np,: mlekowego, cytrynowe-
go, siarkowego (7, II, l5, 22).

Działanie deter8entów. Wirus pry-
szczycy wolny od lipidów nie wykazuje wrażIi-
wości na działanie detergentów (22). Zatówno
detergenty anionowe np. siarczan dodecylu so-
du oraz kationowe jak bromek cetylotrimetylo-
amonowy, bądź niejonowe jak Trveerr B0 nie
wywierają działania wirusobójczego (B). Deter-
genty powodują zmniejszenie napięcia po-
wierzchniowego, zrviększenie nawilżania i cho-
ciaz nie działają odkażająco na wirus pTyszczy-
cy to rozpraszają jego skupiska. Dodatek de-
tergentu do roztworu kwasu cytrynowe§o lub
octowego, używanych do odkażania rąk, nie
osłabiał ich działania dezynfekcyjnego, a ptze-
ciwdziałał szorstkości naskórka (22).

Działanie środków inaktywu|ą-
c y c h, używanych do produkcji szczepiotrki.
Najczęściej używanym środkiem inaktllwgją-
cym w produkcji szczepionek przecirvpryszczy-
cowych jest formalina. Czas inaktywacji szcze-
pionki jest funkcją koncentracji formolu, tem-
peratury, preparatu wiralnego oraz pH. W tenl-
peraturze 4'C inaktywacja jest bardzo powol-
na. Najczęściej szczepionki inaktywuje się daw-
ką 0,059o formolu, w temperaturze 26oC w cią-
gu 48 godzin. Po zawartości w szczepionce
znacznych ilości substancji organicznych (biał-
ka), inaktywacja wirusa moze być niekomplet-
na. Wodorotlenek glinu zalvarty w szczepionce
wzmacnia działanie inaktywujące formaliny (6).

Od kilku lat w produkcji szczepionek zna-
Iazły także zastosowanie inne czynniki inakty-
wujące, Wymienić tu należy acetyletylenaminę
(AEI), stosowaną w dawce 0,057o, w tempera-
turze 37oC przy pH 7,6, która inaktywuje wi-
rus pryszczycy w kilka godzin. Czynnik ten
działa na RNA, a nie na wiralne proteiny im-
munogenne. Beta-propiolakton (BPL) inakty-
wuje wirus pryszczycy w stężeniu 0,02-0,05%
(8, 21, 25). Inaktywacja niezależna jest od po-
czątkou,ej infekcyjności wirusa. Szybkość inak-
tywacji wzrasta wraz z temperaturą, a maleje
w obecności znacznego poziomu białka i alka-
licznego pH. Beta-propiolakton działa na kwas
nukleinowy wirusa i przedstawia tę korzyść,
że znlka samoczynnie przez hydrolizę w czasie
inaktvwacji. Szczepionki z beta-propiolakto-
nem, podobnie jak szczepionki inaktywowane
acetyletylenaminą, są co najmniej tak sku-
teczne jak szczepionki z formaliną (5, 6, 25).
Martinsen stwierdził, że glicydaldehyd inakty-
wuje wirus pryszczycy już w dawce 0,01ło
przy 37"C w przeciągu 2 godzin (cyt. za 8).

Porównując wyniki badań różnych autorów
nad działaniem czynników lizycznych i che-
miczrrych na wirus pryszczycy stwierdza się

niekiecly znaczne rozbieżności. Przyczyną tego
może być tóżne pochodzenie wirusa, stopień
jego oczyszczenia, płyny użyte do ekstrakcji,
metody badania, rodzaj żywiciela, droga ino-
kulacji, wielkość inokulatu itp. Wirus zawarty
w środowisku bogatym w białko jak np. we
krwi, surowicy, mleku będzie inaktywowany
wolniej (6, 8, 22, 23). Białko absorbuje część
środka odkarzającego i zmniejsza w ten spo-
sób jego natężenie, ponadto białko działa jako
koloid ochronny dla wirusa. Wilgoć wpływa na
przyspieszenie inaktywacji wirusa, wysuszenie
hamuje ją. W czasie produkcji suszonego mleka
wirus wytrzymał działanie 140oC i przetrwa}
dlva lata (16), Zarazek pryszczycy w suchym
mleku uległ inaktywacji dopiero po 30 minu-
tach działania temperatury 120'C. (cyt. za 23).

Szybkość inaktywacji jest uzależniona także
od właśćiwości specyficznych wirusa. Jedne
szczepy cechują się dużą wrażliwością na tem-
peraturę ulegając inaktywacji w 50oC po 1 go-
dzinie, inne dopiero po kilku godzinach. Wit-
tmann podaje, że w populacji wirusa istnieje
bardzo mała ilość cząstek opornych na działa-
nie ciepła, pH i formaliny, które d_adzą się wy-
razić 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-
raturę, które uległy zniszczeniu dopiero po 1?
godzinach. Bachrach stwierdził oporność jedno
milionowej populacji wirusa w środowisku o
pH 6,0. Według Wittmanna takie mutanty wi-
rusa oporne na temperaturę, pH czy chemika-
lia mogą byó przyczvną niekompletnej inakty-
wacji szczepionki lub niepełnej dezynfekcji.
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