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Préby otrzymania szczepionki inaktywowanej przeciwko chorobie
Avujeszkyego

Instytut Choréb ZakaZnych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii WSR w Lublinie
Dyrektor: doc. dr S. WOLOSZYN

W zwiagzku z przestawieniem hodowli trzo-
dy chlewnej z drobnotowarowej na przemysto-
wa, nalezy sie liczy¢ z wystepowaniem szeregu
nowych choréb zakaznych, ktoére w matych
gospodarstwach indywidualnych nie powodo-
waty dotad wiekszych strat. Sposréd chordh
wirusowych musimy bra¢ pod uwage m.in.
chorobe Aujeszkyego — schorzenie coraz cze-
$ciej notowane na terenie naszego kraju, po-
wodujace duze straty ekonomiczne nie tylko
u zwierzat futerkowych ale takze i u trzody
chlewnej. W Bulgarii, Rumunii i Czechoslo-
wacji, gdzie choroba ta wystepuje powszechnie,
zapcbieganie jej polega przede wszystkim na
masowym szczepieniu zwierzat przy uzyciu
szczepionki Zywej; niebezpieczenstwo bowiem
wprowadzenia zywego zarazka do $rodowiska
nie jest brane tam pod uwage. W Polsce cho-
roba Aujeszkyego wystepuje tylko na ograni-
czonych terenach, wobec czego wprowadzenie
szczepien zywym wirusem winno by¢ trakto-
wane bardzo ostroznie. Majgc to na uwadze,
autorzy przeprowadzili préby przygotowania
szczepionki zabitej. Szczepionka zabita, aczkol-
wiek z reguly drozsza w produkeji i mniej wy-
godna w stosowaniu (wymaga czestszego poda-
wania i slabsza pod wzgledem immunogennosci)

ma te powazna zalete, Ze nie stanowi potencjal-
nego niebezpieczenstwa z punktu widzenia epi-
zootiologicznego.

Material i metody

Szczep. Do przygotowania szczepionki uzyto adapto-
wany do hodowli komoérek zarodkéw kurzych szczep
AT 73 (,Toneva”), otrzymany z Buigarii od dr Rus-
seffa. Szczep ten po 7 dalszych pasazach przez ho-
dowle komérek 9—11 dniowych zarodkéw kurzych,
oznaczony symbolem AT 73/7 uzyto jako materiat
wyjsciowy.

Hodowla komodrkowa (HK). Podlozem do namnaza-
nia wirusa byla 24—48 godz. hodowla pierwotnych ko-
morek 9-dniowych zarodkéw kurzych. Jako plyn wzro-
stowy (PW) uzyto plyn Hanksa z dodatkiem 0,5% hy-
drolizatu laktalbuminy, 2% surowicy cielecej oraz anty-
biotykéw (100 j penicyliny i 0,1 mg streptomycyny na
1 ml). Podlozem utrzymujgcym byl: a) plyn Parkera
199 bez surowicy, b) plyn Parkera z dodatkiem 3%
surowicy cielecej, lub ¢) plyn RTN (roztwér Hanksa
z laktalbuming i 2% surowicy cielecej).

Odczyn seroneutralizacji. Badane surowice po inak-
tywacji przez 30 min. w 56°C rozecienczano od 1:5
w postepie geometrycznym plynem Parkera. Do kaz-
dego rozcieniczenia dodawano w réwnej iloSei wirus
AT 73/7T w dawce 50 TCIDsy/0,1 ml. Po zmieszaniu
wstawiano do tazni wodnej do temp. 37°C na 1 godz.,
a potem do chtodni (4°C) na noc. Kazde rozciericzenie
surowicy z dodanym wirusem wysiewano na 4 pré-
béwki z HK w ilosci 0,2 ml na 1 prébéwke z hodow-
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la komoérek. Wynik odczytywano na 2, 3 i 5 dziei po
inokulacji notujgc zmiany cytopatyczne. Kontrole sta-
nowily probéwki z HK, hodowle komérek z miano-
wanym wirusem oraz hodowle zakazone 50, 5 i 0,5
TCIDsy wirusa przetrzymywanymi w tych samych wa-
runkach jak wirus z surowicami badanymi metodg SN.

Wyniki

Wstepne badania przy uzyciu szczepu AT
73/7 wykazaly, Ze obie uzyte hodowle fibro-
blastéw kurzych, tj. zaré6wno 24 jak i 48 go-
godzinna niezaleZnie od uzytego podloza, nada-
ja sie w jednakowym stopniu do namnazania
wirusa. W przypadku hodowli 24 godz. uzyska-
no wirus o mianie 62 (log;y) na podlozu z pty-
nem Parkera, 6,5 na hodowli z plynem Parkera
plus 3% surowicy cielecej i 7 na podlozu RTN.
Hodowla 48 godz. fibroblastéw kurzych pozwo-
lita na uzyskanie odpowiednio miana wirusa
w wysokosci 632 (logy,), 6% i 6%. Biorge pod uwa-
ge koncentracje wirusa oraz koszt ptynu utrzy-
mujacego, dalsze badania prowadzono przy
uzyciu plynu RTN.

W celu doboru odpowiedniej ilosci formal-
dehydu oraz czasu inaktywacji wirusa, przeba-
dano wplyw roéznych ilosci formaldyhedu na
proces inaktywacji wirusa w temp. 37°C. Wy-
niki ilustruje rye. 1.

Wptyw roznych stezen formaldehydu na 2ywotnosc
szczepu AT w temp. 37°C
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Dni po zakazeniu

Badania wykazaly, ze wyzsze ste¢zenia for-
maldehydu, tj. 0,006 M, 0,006 M i 0,004 M
inaktywuja wirus stosunkowo bardzo szybko,
gdyz powodujg spadek miana wirusa po 48
godz. o ponad 5 log, podczas gdy miano wirusa
bez formaldehydu utrzymywalo sie w tych
warunkach na pierwotnym poziomie. Po 48
godz. proces inaktywacji ulegal zwolnieniu i
zakazno$¢ resztkowa zanikata calkowicie do-
piero w ciggu nastepnych 3 dni. Nizsze steze-
nie formaliny tj. 0,003 M inaktywowalo wirus,
ale calkowite =zniszczenie zarazka nie bylo
osiggniete nawet po 5 dniach. Dalsze obnizZe-
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nie koncentracji formaldehydu doprowadzalo
tylko do czeSciowej inaktywacji zaznaczajgcej
sie w pierwszych godzinach po dodaniu prepa-
ratu.

Proces inaktywacji wirusa przez glicerolowy

roztwor fioletu krystalicznego (produkcji Du-
pont) ilustruje ryc. 2.

Wptyw fioletu krystalicznego w glicerolu na zywotnosc
szczepu AT w bemp. 37°C ( 9°C
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Do doswiadczen uzyto roztworu o nastepu-
jacym skladzie: 1 ml 10% roztw. fioletu krysta-
licznego rozpuszczonego w 96% etanolu plus
99 ml jalowego glicerolu cz.d.a. Tak przygoto-
wany roztwor fioletu krystalicznego dodawano
w ilosci 20% do zawiesiny wirusa AT 73/7.
Stwierdzono, ze pod wplywem dzialania prepa-
ratu w temp. 37°C ponad 99,99% wirusa ulegla
inaktywacji po 48 godz., a catkowite usunie-
cie zakaZno$ci nastgpilo w ciggu nastepnych 3
dni. W temp. 4°C proces powyzszy ulegal wy-
raznemu zwolnieniu, gdyz po 48 godz. miano
zakaZne zmniejszalo sie 0 3 log, a po 5 dniach
o niecale 5 log, przy czym do$¢ znaczna ilo$é
wirusa przetrwata nadal w formie zakaZnej.

Powyisze wstepne badania pozwolity na
przygotowanie dwoch szczepionek tj. a) szcze-
pionki inaktywowanej formolem (F'), b) szcze-
pionki inaktywowanej fioletem krystalicznym
(C). Obie przygotowano z wirusa AT 73/8 na-
mnozonego na podlozu skladajagcym sie z ho-
dowli stacjonarnej fibroblastow kurzych w
pltynie RTN. Miano wyjsciowe uzytego wirusa
wynosito 107 TCIDgy/ml. Inaktywacje wirusa
przeprowadzono w temp. 37°C przez 6 dni sto-
sujac 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 fioletem
krystalicznym (szczepionka C), wodorotlenek
glinu dodano bezposrednio do zawiesiny i do-
piero wowczas dodano fiolet krystaliczny roz-
puszczony w glicerolu i przetrzymywano w
37°C przez nastepnych 6 dni.
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Wartos¢ uodparniajgces szczepionek okreslono
metodg posrednig na kroélikach (o ciezarze ciala
ok. 3,5 kg) przez zbadanie poziomu przeciw-
ciat w surowicy zwierzat szczepionych. Poziom
przeciwcial neutralizujgcych po kazdym wpro-
wadzeniu antygenu przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Miano surowicy obliczone wg TCIDgq
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6 (C) <1:2 1:4 1:22 1:128

Obja$nienia: F = podano szczepionke formolowg; C = po-
dano szeczepionke z fioletem Krystalicznym; 0 = nie badano

Badania przeprowadzone po I szczepieniu, tj
w 12 dni po podaniu antygenu wykazaty, ze
wszystkie uodpornione zwierzeta nie dalty wy-
raznej odpowiedzi immunologicznej. Dopiero
w 12 dni po II iniekcji stwierdzono u wszy-
stkich badanych krolikow obecno$¢ przeciwcial
w mianie od 1:4 do 1:22 TCIDs. W wyniku
wprowadzenia szczepionki po raz trzeci w 4
tygodnie po II iniekcji (reakcja anamnestycz-
na), poziom przeciwcial po 14 dniach podniést
sie wyraznie u wszystkich badanych zwierzat,
niezaleznie od rodzaju podanej szczepionki.

Préba challenge przy uzyciu 3 i 30 TCIDj,
wirusa AT wykazala, Zze uodpornione kroliki
przezyly zakazenie bezobjawowo. Natomiast
dwa kroéliki kontrolne zaszczepione 3 i 30
TCID;, tego samego wirusa, padly na 4 i 5
dzien.

Po tych zachecajacych wynikach prowadzo-
nych na zwierzetach laboratoryjnych, wykona-
no wstepne badania na 6 warchlakach w wieku
3—4 miesiecy, podajac trzem z nich szczepion-
ke ,,F”, a pozostalym 3 sztukom szczepionke
»C” s.c. w ilosdci 10 ml dwukrotnie w odstepie
2 tygodniowym. Przeprowadzony nastepnie od-
czyn SN z pobranymi probkami surowicy od
ww zwierzat, nie wykazal obecnosci przeciw-
cial przy rozcienczeniu surowicy 1:5.

Omoéwienie i wnioski
Pierwsze szczepionki przygotowywane z na-

rzadow wewnetrznych zwierzat wrazliwych, za-
bitych w okresie szczytowym chorohy, zawie-

raty znaczne ilodci biatek narzgdowych. Bialka
te ostanialy wirus na skutek czego konieczne
bylo stosowanie zwiekszonych dawek substan-
cji inaktywujgcych zarazek. Postepowanie ta-
kie zmniejszalo jednak warto$¢ immunogenng
szczepionki.

Szczepionke przygotowang z narzaddéw zaka-
zonego krolika stosowano m.in. w ZSRR (6, 11,
12, 14), w Bulgarii (13) i Czechoslowacji (7).
W poszukiwaniu szczepionek bardziej aktyw-
nych, wprowadzono w krajach o duzej eksten-
sywnosci schorzenia szczepionki zZywe. Szcze-
pionki te dawaly oczywiscie dobrg odpornose,
ale niekiedy powodowaly pojawienie sie nowych
ognisk choroby jako rezultat zachorowan po-
szczepiennych., Uzyte bowiem do produkeji
szczepionek atenuowane szczepy wirusowe byly
nieszkodliwe dla zwierzat dorostych i zdrowych,
niemnie] jednak okazywaly sie czasami zbyt
zjadliwe dla zwierzat miodocianych, tj. pro-
siat, cielat i jagnigt (2, 5). W zwigzku z tym
zaczeto sie znow interesowaé mozliwosciami
stosowania szczepionek inaktywowanych, ale w
oparciu juz hodowli wirusa na podtozu komor-
kowym. Hodowle takie umozliwiajg bowiem
uzyskanie wirusa w postaci czystej, tj. pozba-
wionej w znacznym stopniu cial balastowych,
wystepujacych w szczepionkach narzadowych.

Badania wilasne stanowia prébng ocene dwéch
szezepionek inaktywowanych. Jako inaktywa-
tory zostaly uzyte: a) formaldehyd, ktory wg
Lubaszenki i Tiulpanowej (9), Czoboniana (3),
a przede wszystkim Zuffy (15) jest dobrym
inaktywatorem wirusa pseudowS$cieklizny, oraz
b) fiolet krystaliczny stosowany z powodzeniem
przy produkeji szczepionki przeciwko pomoro-
wi Swin przez Dorseta (4), Mc Bryde i Cole'ya
(10), Kulesko (8) i wielu innych. Uzyskane wy-
niki dowodzg, ze obie przygotowane szczepionki
posiadaly dobre wilasciwo$ci immunogenne
przy uodparnianiu krolikow. Wyniki te sg
zgodne z rezultatami Beladi i1 Ivanovica (1)
oraz Zuffy (15), ktorzy osiggneli zadawalajgce
efekty u myszek, swinek morskich i krolikéow
po zastosowaniu szczepionki formolowej, oraz
z wynikami Lubaszenki i Tiulpanowej (9 uzys-
kanymi przy uodparnianiu zwierzat futerko-
wych szczepionkg formolowg z glicerolem. Ba-
dania wstepne na warchlakach przy uzytej me-
todzie szczepien daly wynik niepomyélny; we
krwi bowiem prosigt, pomimo dwukrotnego
szczepienia, nie stwierdzono obecnosci przeciw-
cial w ilosci koniecznej do nadania odpornosci
na czas dluzszy (miano ponizej 1:5). Podobnie
ujemnie wypadly proby uodpornienia prosigt
przez Zuffe (15). Jednak biorac pod uwage wy-
niki badan Haralambiewa 1 wsp. (5), ktorzy
stosujgc szczepionke etanolowsg osiggneli dobre
rezultaty u owiec i bydla, a zachecajgce u
swin w wieku powyzej 10 miesiecy (u mlod-
szych zwierzat odczynem SN nie wykazano
mian pozytywnych) nalezy sadzi¢, ze uodpor-
nienie prosigt i warchlakéw przy uzyciu szcze-
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pionek inaktywowanych jest specjalnie trudne.
Niemniej jednak zagadnienie to wymaga dal-
szych badan, gdyz nie wykluczone, ze przy
wyzszej koncentracji wirusa w szczepionce, wy-
niki mogg sie okazaé¢ pozytywne takze i u pro-
sigt.
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ANTONI DZIABA, JERZY KITA, ABDON STRYSZAK

BamxkreBnu ., flcrmiem6ekm T., Maigan C. — Ifo-
NBITKM JIPUTOTOBJICHUST WMHAKTHBUPOBAHHON BaKIMHBI
IPOTUB 0oJIe3Hu AYyECKH.

HcenenoBanm aKTUBHOCTE 2 BaKLMH IIPOTUB GOJIE3HU
Ayecku. Bupyc HaMHOXKEHHBII B KyJabType ¢ubpo-
GyacToB 3apojKa Kyp MHAKTUBMPOBAJIM: a) copMoe-
rMpomM M KoHuentparui 0,006 M i b) 0,1% aabKoroab-
HO-IJIMI[EPMHOBBIM PACTBOPOM Kpucraji-duojera (Ipu-
JaBaseMbIM B KoamdectBe 20%). IToJOKMTeNbLHbLIe pe-
3YJABTATBI MOJYYMIM TOJBKO IIPM MMMYHM3AIMUM KpPO-
JNMKOB: THUTP AaHTHUTeJ II0 MeTOAYy HeTpanmu3anuu B
KynbType budbpobiacTos 3apoaKa Kyp mocie 3 X BBe-
JeHud BaKIMHBI paBHANCA 1:45 — 1:128; RMBOTHBIC
He 3aboJesiM TakzKe IIOcJe KOHTPOJLHOTO 3apakeHUsd
3 u 30 TCID5 BupydaeHTHOrO Bupyca. IIONBITEM MM~
MYHM3aLUM TOPOCAT BO3PACTOM B OK. 3 MecdAla OKa-
3asuchk OezycmeliHbI: nocie 2 X BBeAeHUA BaKIUWHBI
aHTUTEN B CBIBOPOTKE B pPa3BeleHuu 1:5 He ycraHO-
BUJINU.

Majdan S. —
against

Wawrzkiewicz J., Jastrzebski T.,
Attempts to receive Iinactivated vaccine
Aujeszky’s disease.

There were carried out some investigations on the
immunological values of two sorls of vaccines against
Aujeszky’s disease. A pseudorabies virus was inacti-
vated by means of a formol at the concentration of
0.004 M and b) cristal-violet in the amount of 20%
in a 0.1% glycerine-ethanol solution. Positive results
were obtained only in the course of rabbil’s immuni-
zation (antibody titres examined in SN test ranged
from 1:45 to 1:128 following three times vaccination).
Challenge with 3 and 30 TCID50 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
sera diluted from 1:5. The tindings have been discus-
sed.

Ocena skutecznosci Neovitanu-Polfa w leczeniu kolibakteriozy
zwierzat”)

Instytut Choréb Zakaznych i Inwazyjnych Wydzialu Weterynarii SGGW w Warszawie
Dyrektor: prof. dr A. STRYSZAK

Neovitan zawiera neomycyne, witamine A
oraz kaolin i pektyne. Neomycyna dziala na
drobnoustroje znajdujace sie w przewodzie po-
karmowym: Escherichia coli, Staphylococcus
albus, Streptococcus faecalis, niektére gatunki
Salmonella, Shigella, Proteus i Aerobacter ae-
rogenes. Zaleta neomycyny jest jej stosunkowo
diugie utrzymywanie sie w przewodzie po-
karmowym zwierzat oraz to, ze tylko rzadko
powoduje powstawanie szczepéw opornych na
ten antybiotyk. Kaolin i pektyna powleka i
chroni blone $luzowa jelita, a witamina A u-
latwia jej sprawne funkcjonowanie.

Materiat i metody

Badania obejmowaly oznaczanie steZenia bakterio-
statycznego neomycyny zawartej w Neovitanie w ka-
le i surowicy krwi po doustnym wprowadzeniu pre-
paratu oraz kliniczng ocene terapeutycznego dziala-
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nia leku w schorzeniach przewodu pokarmowego
zwierzat.

Oznaczenie stezenia bakteriostatycznego antybiotyku
w kale i surowicy krwi przeprowadzono u §win rasy
wielkiej bialej angielskiej, ptci mieszanej o ciezarze
ciala od 20—55 kg, $winie dzielono na grupy po 4
wzglednie 3 (grupa III) zwierzeta w kazdej. Neovitan
podano jednorazowo w dawce 20 mg/kg c.c. pierwsze]j
grupie $§win bezpofrednio sondg dozolgdkowo, drugiej
jako domieszke do suchej paszy, trzeciej jako doda-
tek do wody do picia, §winiom czwartej grupy podano
przez 48 godzin Neovitan w wodzie do picia w posta-
ci 0,05% roztworu.

Krew potrzebng do oznaczania steZenia bakterio-
statycznego neomyeyny w surowicy pobierano w go-
dzinach rannych przed karmieniem 2z 2yly czczej
przedniej w iloSci okolo 10 ml. Oznaczenie stezenia
antybiotyku przeprowadzono metodg mikrobiologicz-
nych seryjnych rozcienczeh przy uzyciu szezepu stan-

#) Preparat w opracowaniu, nie znajduje sie w obrocie
aptecznym.



