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Próby olrzymonio szczepionki inoklywowonei przeciwko chorobie
Au ieszkye9o

Instytut chorób zakażnych i InwazyJnych wydzia]u 'Weterynarii \^/sR \ry Lulrlinie
Dyrektor: doc. dr s. woŁoszYN

W związku z przestawieniem hodowii trzo-
dy chlewnej z drobnotowarowej na przemysło-
rvą, należy się liczyć z występowaniem szeregu
nowych chorob zakaźnych, które w małych
gospodarstwach indywidualnych nie powodo-
wały dotąd większych strat. Spośród chorób
wirusowych nrusimy brać pod uwagę m.in.
chorobę Aujeszkyego - schorzenie cotaz czę-
ściej notolvane na terenie naszego kraju, po-
wodujące duże straty ekonomiczne nie tylko
u zllłierząt futerkowych ale także i u trzody
chlewnej. W Bułgarii, Rumunii i Czechosło-
wacji, gdzie choroha ta występuje powszechni:,
zapobieganie jej polega przede wszystkim na
masolvym szczepieniu zwierząt przy użyciu
szczepionki żywejl. niebezpieczeństwo bowiem
wprowadzenia żywego zarazka do środowiska
nie jest brane tam pod uwagę. W Polsce cho-
roba Aujeszkyego występuje tylko na ograni-
czonych terenach, wobec czego wprowadzenie
szczepień żywym wirusem winno być trakto-
wane bardzo osttożnie. Mając to na uwadze,
autorzy przeprowadzili próby przygotowania
szczepionki zabitej. Szczepionka zabita, aczkoł-
wiek z reguły dtoższa w produl<cji i mniej wy-
godna w stosowaniu (wymaga częstszego poda-
wania i słabsza pod wzg!ędem immunogenności)

ma tę poważną zaletę, ze nie stanowi potencjal-
nego niebezpieczeństwa z punktu widzenia epi-
zootiologicznego.

Materiał i metody
Szczep. Do przygotowania szczepionki użyto adapto-

wany do hodowli komórek zarodków klrzych szczep
AT 73 (,,Toneva"), otrzyrnany z Bułgarii o,d dr Rus-
seffa. Szczep ten po 7 dalszych pasażach przez ho-
dowlę komórek 9-11 dniowych zarodków kurzych,
oznaczony symbolem AT 7317 użyto jako materiał
wyjściowy.

Hodowla komórkowa (HK). Podłożem do namnaża-
nia wirusa była 24-48 godz. hodowla pierwotnych ko-
mórek 9-dniowyclr zarodków kurzych. Jako płyn wzro-
stowy (PW) użyto płyn Hanksa z dodatkiem 0,5Vo hy-
drolizatu laktalbuminy, 20ń surowicy cielęcej oraz anty-
biotyków (100 j penicyliny i 0,1 mg streptomycyny na
1 m1). Podłożem utrzymującym był: a) płyn Parkera
199 bez surowicy, b) płyn Parkera z dodatkiem 3%
surowicy cielęcej, lub c) płyn RTN (roztwór Hanksa
z laktalbuminą i ZVo surowicy cielęcej).

Odczyn seroneutralizacji. Badane surowice po inak-
tywacji przez 30 min. w 56oC rozcieńczano od 1:5
w postępie geometrycznym płynem Parkera. Do każ-
dego rozcieńczenia dodawano w równej ilości wirus
AT 7317 w dawce 50 TCIDso/0,1 ml. Po zmieszaniu
wstawiano do łaźni wodnej do temp. 37oC na L godz.,
a potem do chłodni (4oC) na noc. Każde rozcieńczenie
surowicy z dodanym wirusem wysiewano na 4 pró-
bówki z HK w ilości 0,2 ml na 1 próbówkę z hodow-
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lą komórek. Wynik odczytywano na 2, 3 i 5 dzień po
inokulacji notując zmiany cytopatyczne. Kontrolę sta-
nowiły probówki z HK, hodowle komórek z miano-
wanym wirusem oraz hodowle zakażone 50, 5 i 0,5
TCIDso wirusa przetrzymywanymi w tych samych wa-
runkach jak wirus z surowicami badanymi metodą SN.

Wyniki
Wstępne badania przy lżyciu szczepu AT

7317 wykazały, że obie użyte hodowle fibro-
blastów kurzych, tj. zarówno 24 jak i 48 go-
godzinna niezależnie od użytego podłoża, nada-
ją się w jednakowym stopniu do namnażania
wirusa. W przypadku hodowli 24 godz. uzyska-
no wirus o mianie 62ł (Iog1,1) na podłożu z pły-
nem Parketa, 6,5 na hodowli z płynem Parkera
plus 3% surowicy cielęcej i ? na podłozu RTN.
Hodowla 48 godz. fibroblastów kurzych pozwo-
liła na uzyskan:ie odpowi,ednio miana wiTusa
w wysokości 633 (oggJ, 666 i 666. Biorąc pod uwa-
gę koncentrację wirusa oraz koszt płynu utrzy-
mującego, dalsze badania prowadzono przy
użyciu płynu RTN.

W celu doboru odpowiedniej ilości formal-
dehydu oraz czasu inaktywacji wirusa, przeba-
dano wpływ różnych ilości formaldyhedu na
proces inaktywacji wirusa w temp. 37'C. Wy-
niki ilustruje ryc. 1.

ł|płgł róźnych slężeń formaldehydu na żyuołnośc
szązepu AT u ćemp. 37oC

012345
Dni po zakażehiu

Badania wykazały, że wyższe stęzenia for-
maldehydu, ti. 0,006 M, 0,005 M i 0,004 M
inaktywują wirus stosunkowo bardzo szybko,
gdyż powodują spadek miana wirusa po 48
godz. o ponad 5 log, podczas gdy miano wirusa
bez formaldehydu uŁrzymywało się w tych
warunkach na pierwotnym poziomie. Po 48
godz, proces inaktywacji ulegał zwolnieniu i
zakaźność resztkowa zanikała całkowicie do-
piero w ciągu następnych 3 dni. Niższe stęże-
nie formaliny tj. 0,003 M inaktywowało wirus,
ale całkowite zniszczenie zatazka nie było
osiągnięte nawet po 5 dniach. Dalsze obniże-

l94

nie koncentracji formaldehydu doprowadzało
tylko do częściowej inaktywacji zaznaczającej
się w pierwszych godzinach po dodaniu prepa-
ratu.

Proces inaktywacji wirusa ptzez glicerolowy
roztwór fioletu krystalicznego (produkcji Du-
pont) ilustruje ryc. 2.

lłpłyuftolećur:::',:;:?;::,:ł:;;:trff;żgnotnosc

Dni po zakąźentą

Do doświadczeń użyto roztworu o następu-
jącym składzie: 1 mt 10ło roztw. fioletu krysta-
licznego tozpuszczonego w 9696 etanolu plus
99 mI jałowego glicerolu cz.d.a. Tak przygoto-
wany toztwót fioletu krystalicznego dodawano
w iiości 200/o do zawiesiny wirusa AT 7317.
Stwierdzono, że pod wpływem działania prepa-
ratu w temp. 37'C ponad 99,997o wirusa uległa
inaktywacji po 48 godz., a całkowite usunię-
cie zakaźności nastąpiło w ciągu następnych 3
dni. W temp. 4oC proces powyższy ulegał wy-
raźnemu zwolnieniu, gdyż po 48 godz. miano
zakaźne zmniejszało się o 3 1og, a po 5 dniach
o niecałe 5 log, przy czym dość znaczna ilość
wirusa ptzetrwała nadal w formie zakaźnej.

Powyższe wstępne badania pozwoliły na
przygotowanie dwóch szczepionek tj. a) szcze-
pionki inaktywowanej formolem (F), b) szcze-
pionki inaktywowanej fioletem krystalicznym
(C). Obie przygotowano z wirusa AT 73/B na-
mnożonego na podłożu składającym się z ho-
dowli stacjonarnej fibroblastów kurzych w
płynie RTN. Miano wyjściowe użytego wirusa
wynosiło 10z TCID59/mI. Inaktywację wirusa
przeprowadzono w temp. 37"C przez 6 dni sto-
sując przy szczepionce formolowej (F) 0,004 M
formolu cz.d.a. Po 4 dniach inaktywacji doda-
no do szczepionki 20% wodorotlenku glinu. W
przypadku natomiast szczepionki z fioietem
krystalicznym (szczepionku C), wodorotlenek
glinu dodano bezpośrednio do zawiesiny i do-
piero wówczas dodano fiolet krystaliczny roz-
puszczony w glicerolu i przetrzymywano W
37"C ptzez następnych 6 dni,
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Wartość uodparniającą szczepionek określono
metodą pośrednią na króIikach (o ciężarze ciała
ok. 3,5 kg) przez zbadanie poziomu przeciw-
ciał w surowicy zwietząt szczepionych. Poziom
przeciwciał neutralizujących po każdym wpro-
wadzeniu antygenu przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Miano surowicy obliczonene w8 TCIDso

Ąi ^/fuś

objaśnienla: F : podano szczepionkę formolową; c : po-
dano szczepionkę z fioletem krystalicznym; 0 : nie badano

Badania przeprowadzone po I szczepieniu, tj
w 12 dni po podaniu antygenu wy|<azaŁy, że
wszystkie uodpornione zwietzęta nie dały wy-
raźnej odpowiedzi immunologicznej. Dopiero
w 12 dni po II iniekcji stwierdzono u wszy-
stkich badanych królików obecność przeciwciał
w mianie od 1:4 do L:22 TCIDsg. W wyniku
wprowadzenia szczepionki po taz ttzeci w 4
tygodnie po II iniekcji (reakcja anamnestycz-
na), poziom przeciwciał po 14 dniach podniósł
się wyraźnie u wszystkich badanych zwierząt,
niezależnie od r,odzaju podanej szczepionki.

Próba challenge przy użyciu 3 i 30 TCID56
wirusa AT wykazała, że uodpornione króliki
przeżyły zakażenie bezobjawowo, Natomiast
dwa króliki kontrolne zaszczepione 3 i 30
TCIDsg tego samego wirusa, padły na 4 i 5
dzień.

Po tych zachęcających wynikach prowadzo-
nych na zwierzętach laboratoryjnych, wykona-
no wstępne badania na 6 warchlakach w wieku
3-4 miesięcy, podając trzem z nich szczepion-
kĘ ,,F", a pozostałym 3 sztukom szczepionkę
,,C" s.c. w ilości 10 ml dwukrotnie w odstępie
2 tygodniowym. Przeprorvadzony następnie od-
czyn SN z pobranymi próbkami surowicy od
wrv zwierząt, nie wykazał obecności przeciw-
ciał przy rozcieńczeniu surowicy 1:5,

omówienie i wnioski
Pierwsze szczepionki przygotowywane z na-

rządów wewnętrznych zwierząt wrażliwych, za-
bitych w okresie szczytowym choroby, zawie-

tały znaczne ilości białek narządowych, Białka
te osłaniały wirus na skutek czego konieczne
było stosowanie zwiększonych dawek substan-
cji inaktywujących zatazek. Postępowanie ta-
kie zmniejszało jednak wartość immunogenną
szczepionki.

Szczepionkę przygotowaną z narządów zaka-
żonego króIika stosowano m.in, w ZSRR (6, 11,
l2, 74), w Bułgarii (13) i Czechosłowacji (7).
W poszukiwaniu szczepionek bardziej aktyw-
nych, wprowadzono w krajach o dużej eksten-
sywności schorzenia szczepionki żywe. Szcze-
pionki te dawały oczywiście dobrą odpornośó,
ale niekiedy powodowały pojawienie się nowych
ognisk choroby jako rezultat zachorowań po-
szczepiennych. Użyte bowiem do produkcji
szczepionek atenuowane szczepy wirusowe były
nieszkodliwe dla zwierząt dorosłych i zdrowych,
niemniej jednak okazywały się czasami zbyt
zjadliwe dla zwierząt młodocianych, tj. pro-
siąt, cieląt i jagniąt (2, 5).W związku z tynl
zaczęto się znow interesować możliwościami
stosowania szczepionek inaktywowanych, ale w
oparciu już hodovzli wirusa na podłożu komór-
kowym. Hodowle takie umożIiwiają bowiem
uzyskanie wirusa w postaci czystej, tj. pozba-
wionej w znacznym stopniu ciał ba]astowych,
występujących w szczepionkach narządowych.

Badania własne stanowią próbną ocenę dwóch
szczepionek inaktywowanych. Jako inaktywa-
tory zostały użyte: a) formaldehyd, ktory wg
Lubaszenki i Tiulpanowej (9), Czdboniarra (3),
a przede wszystkim Zutfy (15) jest dobrym
inaktywatorem wirusa pseudowścieklizny, oraz
b) fiolet krystaliczny stosowany z powo,dzeniem
przy produkcji szczepionki przeciwko pomoro-
wi świń przez Dorseta (4), Mc Bryde i Cole'ya
(10), Kulesko (B) i wielu innych. Uzyskane wy-
niki dowodzą, że obie przygotowane szczepionki
posiadały dobre właściwości immunogenne
przy uodparnianiu królików. Wyniki te są
zgodne z rezultatami Beladi i Ivanovica (1)
oraz Ztlffy (15), którzy osiągnęli zadawalające
efekty u myszek, świnek morskich i królików
po zastosowaniu szczepionki formolowej, oraz
z wynikami Lurbaszenki i fiulpanowej (9) uzys-
kan;lmi przy uodparnianiu zl,vierząt futerko-
wych szczepionką formolową z glicerolem. Ba-
dania wstępne na warchlakach ptzy użytej me-
todzie szczepień dały wynik niepomyślnyi we
krwi bowiem prosiąt, pomimo dwukrotnego
szczepienia, nie stwierdzono obecności przeciw-
ciał w ilości koniecznej do nadania odporności
na czas dłuższy (miano poniżej 1:5). Podobnie
ujemnie wypadły próby uodpornienia prosiąt
przez Zuffę (15). Jednak biorąc pod uwagę wy-
niki badań Haralambiewa i wsp. (5), którzy
stosując szczepionkę etanolową osiągnęli dobre
rezultaty u owiec i bydła, a zachęcające u
świń w wieku powyżej 10 miesięcy (u młod-
szych zwierząt odczynem SN nie wykazano
mian pozytywnych) należy sądzić, że uodpor-
nienie prosiąt i warchlaków przy użyciu szcze-
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pionek inaktywowanych jest specjalnie trudne.
Niemniej jednak za§adnienie to wymaga dal-
szych badań, gdyż nie wykluczone, że przy
wyższej koncentracji wirusa w szczepionce, wy-
niki mogą się okazać pozytywne także i u pro-
siąt.
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ANTONI DZIĄBA, JEF.ZY KITA, ABDON STRYSZAK

Bas)KxeB[.ł .E[., f,Icrruelł6cxu T., Maż4au C. - IIo-
nbITKlt nprlToToBJIeHvg, u\:IanxrwBnponarrrror)i BaKlłrrBbI
npoTrrB 6olegrur A,yecxrł.

llccleaoaalu aKTMBHocTb 2 saxqrn npoTI4B dolesrrvl
Ayecxr, Bupyc HalfiIo)ł(eH,Hbrrż s r<ylr,type ór6po-
dnactoa sapoAKa Kyp ,{HaKTr{B]4poBaJIl: a) Sopmo.ne-
IuAoM u KoHI{eHTpaIłr{r, 0,004 M z b) 0,19o ałr,xorolr-
Ho-IJIlI{eprIHoBbIM pacTBopoM Kp]łIcTaJl-srorera (rrpr-
AaBJIfleMbrM B KoJIr{qecTBe 20%). froło:xrłrełlrrBle pe-
3yJIbTaTbI noLyalww ToJIbKo IIpW lĄMMyHW3aI{r,IrI Kpo-
,Ir,IKoB: Tr{rp aHTrrTeJI no MeToAy aeftrpanw3a\Ww B
KyJIbType Sr6po,6łacroB 3apoAKa Kyp IIocJIe 3 x ese-
AeHIłfl Ba,KI{IłHBI pa,BHEJIc.a 1 :45 - 1 :128; )KrlBoTHble
He sa6ołen},I TaKżKe IIocJIe KoIlTpoJI!,Horo 3apa)KeHlff
3 r 30 TCIDso BŁpyJIeHTHoIo BI4pyca. flonsrrrrr ltm-
:IllyHv'3a\Wr4 nopocgT Bo3pacToM lB oK. 3 Mecgqa oKa-
3aJl,rrcr, 6esycneurnrr: nocJle 2 x ane4eHua BaKqr{HF,I
aHTfiTeJI B cblBopoT,Ke B pa3BeAexr{u I:5 He ycTaHo-
BI/1JIW.

Wawrzkiewicz J., Jast,rzębski T., Majdan S.
Attempts to receive inactivated vaccine against
Aujeszky's disease.

There :were carried out some investigations on the
immunological values of two sorts of vaccines against
Aujeszky's disease. A pseudorabies virus was inacti-
vated by means ol a formol at the concentration of
0.004 M and b) cristal-violet in the amount of 20ok
in a 0.10ń glycerine-ethanol solution. Positive results
were obtailncd only in the course of rabbit's immuni-
zation (antibody titres examined in SN test ranged
from 1:45 to I:l2B following three times vaccination).
Challenge with 3 and 30 TCID5O of a virulent virus
was also positive, e.g. animals appeared resistant,
Attempts of immunization of young pigs at the age
of about 3 month failed, After double vaccination of
these animals there were not noted sN antibodies in
sela diluted from 1:5. The findings have been discus-
sed.

nia leku v/ schorzeniach przewodu pokarmowego
zwierząt,

Oznaczenie stężenia bakteriostatycznego antybiotyku
w kale i surowicy krwi przeprowadzono u świń rasy
wielkiej białej angielskiej, płci mieszanej o ciężarze
ciała od 20-55 kg, świnie dzielono na grupy po 4
względnie 3 (grurpa III) zwierzę,ta w każdej. Neovitan
podano jednorazowo w dawce 20 mglkg c,c. pierwszej
grupie świń bezpośrednio sondą dożołądkowo, drugiej
jako domieszkę do suchej paszy, trzeciej jako doda-
tek do wody do picia, świniom czwartej grupy podano
przez 48 godzin Neovitan w wodzie do picia w posta-
ci 0,05% roztworu.

Krew potrzebną do oznaczania stężenia bakterio-
statycznego neomycyny w surowicy pobierano w go-
dzinach rannych przed karmieniem z żyły czczej
przedniej w ilości około 10 ml. oznaczenie stężenia
antyb:otyku przeprowadzono metodą mrlrrobioJogicz-
nych seryjrnych rozcieńcze{t przy użyciu szczepu s,tan-

*) Preparat w opracowaniu,
aptecZnyln.

Oceno skułeczności Neovilonu-Pol{o w |eczeniu kolibokłeriozy
zwierzql*)

Instytut chorób zakaźnych i Inwazyjnych wydziału weterynarii sGGw w warszawie
Dyrektor: prof. dr A. STRYSZAK

Neovitan zawiera neomycynę, witaminę A
oraz kaolin i pektynę. Neomycyna działa na
drobnous,troje znajdujące się w przewodzie po-
karmowym: Escherich,ia colź, Staphglococcus
albus, Streptococcus Jaecalis, niektóre gatunki
Salmonella, ShĘella, Proteus i Aerobacter ae-
rogenes. Zaletą neomycyny jest jej stosunkowo
długie utrzymylvanie się w przewodzie po-
karmowym nłier,ząt oraz to, że tylko rzad,ko
powo,duje powstawanie szczepów opornvch na
ten anty,biotyk. Kaolln i pektvna ,powleką i
chr,oni ibłonę śluzową jelita, a witamina A u-
łatwia jej sprawne f,unkcjonowanie.

Materiał i metody
Badania obejmowały oznaczanie stężenia bakterio-

statycznego n€omycyny zawartej w Neovitanie w ka-
le i surowicy krwi po doustnym wtrrrowadzeniu pre-
paratu oraz kliniczną ocenę terapeutycznego działa-
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nie znalduje się w obrocie


