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Rosngea produkeja szezepionki przeciwprysz-
czycowej stwarza  konieczno§¢ mnamnazania
znacznych iloSei wirusa pryszezycy.

Pierwsza, stosowana na szerszy skole szcze-
pionka, przygotowana przez Waldmanna i wsp.
(15, 16) zawierala wirus namnozony na jezy-
kach zywego bydla. Ta meloda namnazania za-
razka pryszezycey stosowana przez dluzszy okres
czasu byla jednak wyjatkowo ucigzliwa. Wy-
magala bardzo duzych, scisle izolowanych po-
mieszczen dla bydia, stwarzata dla otoczenia
powazne zagrozenie epizoolyczne, a przy tym
nie zaspakajala iloiciowo, rosnacych potrzeb
przemyslowej produkcji szczepionki.

Istotnym postepem w 1lej dziedzinie bylo
opracowanie przez Frenkla (b, 6, 7, 8, 9) me-
tody namnazania wirusa pryszezycy in vitro
na nablonku zbieranym z jezykow bydlecych.
W ciggu krotkiego okresu czasu metode tg
adaptowano w licznych zakladach i stala sie
ona jedng z gléwnych metod pozyskiwania za-
razka pryszezycy w skali przemyslowej (1, 2,
3, 4, 10, 11, 12, 13, 14).

Walory metody Frenkla zdecydowaly, ze
postanowiono wprowadzi¢ jg w Zakladzie Ba-
dania Pryszezycy Instytutu Weterynarii do
produkeji szczepionki przeciwpryszezycowe].
Uproszczono jedynie sklad skomplikowanego
plynu odzywezego stosowanego w te] meto-
dzie, wykorzystujac wyniki dos§wiadezen wcho-
dzacych w zakres odrebnej pracy.

Material i

Nabtonek z jezykéw bydlecych. Jezyki
odcinane bezpoérednio po uboju zwierzgl myto sta-
rannie szczotkami w cieplej biezacej wodzie i napi-
nano na wykonane ze stali nierdzewnej kolowe
uchwyty. Nastepnie jezyki odkazano 70% alkoholem
etylowym 1 naswietlano lampami UV przez okolo 5
minut. Nablonek $cinano tarczowym nozam obroto-
wym i umieszezano natychmiast w ochledzonym do
4° plynie odzywezym.

Namnazanie wirusa pryszczycy. Ma-
terial niezbedny do przygotowania probnych serii
szczepionki przeciwpryszezycowej uzyskiwano z na-
mnozen przeprowadzanych w specjalnie do tego celu
wykonane]j aparaturze. W sklad tej aparatury wcho-
dzil zbiornik szklany pojemno$ci 80 1, system ogrze-
wania z regulacjg temperatury oraz uklad doprowa-
dzajacy tlen. Zbiornik wyposazono w mieszadlo kot-
wicowe z napedem elektrycznym, wykonujace 40
obr./min. Automatyczna regulacja umozliwiala utrzy-
manie lemperalury na poziomie 36—37°C 7z doklad-
noscig do #0,5°C. Tlen doprowadzano przewodem
gumowym do dna zbiornika poprzez plytke ze szkla
porowatego. Gaz po przej$ciu przez pory plytki do-

metody

stawal sie do cieczy w postaci rozdrobnionych peche-
rzykéw. Uzyskana ta droga duza powierzchnia zet-
kniecia fazy gazowe] i cieklej ulatwiala nalezyte na-
tlenienie hodowli. lio$¢ przeplywajacego tlenu kon-
trolowang rotametrami regulowano tak, aby utrzy-
ma¢ pH hodowli w granicach 7,2—7,5. Dla ulatwie-
nia mieszania nabionek rozdrabniano na czastki o
powierzchni kilku c¢m?® Na 1 kg nablonka dodawano
5 do 7 1 plynu odzywcezego. Hodowle zakazano za-
wiesing wirusa w takiej ilosci, aby na L kg nablon-
ka przypadalo 10! TCIDg,. W celu zabezpieczenia ho-
dowli przed rozwojem balterii dodawano nastepu-
jace ilosci antybiotykdw: penicyliny L00 j/ml, neomy-
cyrty 100 meg/ml, chloeromycelyny 100 meg/ml, nysta-
tyny 50 jedn./ml.

Zakazone hodowle inkubowano w temperaturze
36—37°C przez 24 godz. Nastepnie oddzielano nablo-
nek od piynu. Naiionek zamrazano w temp. —60°C,
piyn schtadzano do temp. 2 do 4°C.

Mianowanie wirusa. Wszystkie materialy
wirusowe mianowano na jednowarstwowych hodow-
lach trypsynowanej nerki cielecia. Kazdym rozcien-
czeniem wirusa zakazano 5 hodowli probdwkowych.
50% dawke zakazalng obliczano wzorem Reeda
Muencha.

Szczepionka przeciwpryszczycowa.

Przygotowano szczepionke o nastepujacym skladzie:
1. Material wirusowy — nablonek z jezykow  6,00%
2. Material wirusowy — plyn hodowli 30,00%
3. Wodorotlenek glinu 30,00%
4. Glikokolowy plyn bulorowy ca 1,00%
5. Formalina 40% 0,08%
6. Saponina 0,02%
7. Gliceryna 5,00%
8. Fosforanowy plyn buforowy do 100,00%

Nablonek po rozmrozeniu rozdrabniano w mlynku
koloidalnym | ekstrahowano dwukrotnie fosforano-
wym plynem bulorowym o pH=17,6 w temp. 4—
5°C., Odwirowany ekstrakt oraz plyn pochodzacy z
hodowli emulgowano z dodatkiem 0,5% chloroformu
dla wyjalowienia i wyiracenie niespecyficznych bia-
tek, Po 24 godz. odwirowywano wytrgcony chlorofor-
mem osad, plyn mieszano z wodorotlenkiem glinu i
giikokolowym plynem buforowym doprowadzano pH
do 8. Po dodaniu formaliny inaktywowano szczepion-
ke przez 48 godz. w temperaturze 25°C. Wprowadzenie
saponiny jzkc adjuwantu i gliceryny oraz ewen-
tualna korekta pH konezyly cykl produkeyjny.

Kontrola skutecznoéci szczepionki.

Konirole skutecznosci szczepionek przeprowadzano na
bydle analogicznie jak kontrole szczepionek rutyno-
wych 1j. szczepiono 5 zwierzat, ktdore zakazano wraz
ze zwierzetami kontrolnymi po 21 dniach przez pod-
sluzdéwkowa iniekcje do jezyka 10.000 IDg, zarazka.
Kontrole skuteczncs$ei uzupelniano okre$leniem pozio-
mu  przeciwcial zobojetniajgcych w  surowicach po-
chodzacyethh od zwierzgt szczepionych. Odcezyn sero-
neuiralizacji wykonywano meteda stalej dawki wi-
rusa zawierajacej okolo 500 TCID;,. Miana surowic
obliczone metodg 50% dawki zobojetniajacej wg
wzoru Reeda Muencha podane sg w przeliczeniu na
log. dziesietne.
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Omowienie wynikow

Wirus typu O namnazano w 20 hodowlach.
Uzywana jednorazowo ilo§é nablonka wahala
sie w granicach od 4,10 do 10,5 kg. Lacznie
uzyto do namnozenn 161,4 kg nablonka pocho-
dzacego z 4.860 jezykow.

Wszystkie hodowle daly wynik pozytywny.
Z otrzymanego materialu wirusowego przygo-
towano 14 serii szczepionki przeciwpryszczy-
coweij liczgcej w sumie 513.000 dawek (tab. 1).

Tab. 1. Kontrola aktywnosci szczepionek przeciwpry-
szezycowych typu O otrzymanych z wirusa namno-
zonego w zmodyfikowanym plynie odzyweczym.
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Bazem TG0

Kontrola przeprowadzona na bydle wykazala,
ze szczepionki pochodzace ze wszystkich serii
odznaczaly sie wysoka aktywnoscig. W prze-
prowadzanych dla poszczegolnych serii szcze-
pionki badaniach skuteczno$ci zaszczepiono
ogdlem 55 zwierzat, wszystkie okazaly sie nie-
wrazliwe na dojezykowe zakazenie 10.000 IDs,
zarazka. Wysoki byl réwniez poziom przeciw-
cial zobojetniajacych w surowicach pochodza-
cych od zwierzat szczepionych: log SNj, obli-
czany $rednio dla kazdej serii wahal sie w gra-
nicach od 1,61 do 2,21, a wg francuskich norm
kontroli, szczepionki dajgce $redni wskaznik
SN, = 1,5 zaliczane sg do najwyzszej klasy i
zwalniane od kontroli infekcyjnej.

Wirus pryszezycy typu A byl namnazany w
12 hodowlach. Ilo$¢ uzywanego jednorazowo
nablonka wahala sie (jak i przy typie O) w
dos¢ szerokich granicach. W sumie ten typ wi-
rusa namnozono r\a 98,2 kg nablonka zebra-
nego z 3.050 jezykow bydlecych. Z tej ilosci
materialu wirusowego wyprodukowano 7 serii
szczepionki liczacej 297.000 dawek (tab. 2).

Tab. 2. Kontrola aktywnosci szczepionek przeciwpry-
szezycowych typu A otrzymanych 2z wirusa namno-
zonego w zmodyfikowanym plynie odzyweczym.
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Kontrole skutecznosci przeprowadzono uodpar-
niajac 33 sztuki bydla i zakazajgc 14 zwierzat
kontrolnych. Zwierzeta uodpornione okazaly
sie w 100% niewrazliwe na podsluzdwkowe za-
kazenie homologicznym typem wirusa. Wskaz-
nik poziomu przeciwcial neutralizujgcych w
surowicy bydla uodpornionego wahal sie dla
poszczegdlnych serii szezepionki od 1,58 do
2,00.

Dla namnozenia wirusa typu C zalozono 14
hodowli z uzyciem 94,5 kg nablonka pochodza-
cego z 2.940 jezykow. Otrzymany material wi-
rusowy stuzyl do przygotowania 219.000 dawek
szcezepionki w 10 seriach (tab. 3).

Tab. 3. Kontrola aktywnos$ci szczepionek przeciwpry-
szezycowych typu C otrzymanych z wirusa namno-
zonego w zmodyfikowanym ptynie odzywczym.
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Do kontroli skutecznosci szczepionki uzyto
66 sztuk bydla. Z tego 46 zwierzat zaszczepio-
no a 20 uzyto jako kontrolne. Wszystkie zwie-
rzeta  zaszczepione uzyskaly wysokg od-
pornos¢ i nie reagowaly na zakazenie. Mini-
malny poziom przeciwcial neutralizujgeych dla
szezepionki typu C wyrazony w log. SN;, wy-
nosit 1,39, maksymalny 1,78.

Wnioski

1. Przy uzyciu zmodyfikowanego plynu od-
zywezego mozna namnaza¢ w skali produkeyj-
nej wirus pryszczycy trzech typéw europej-
skich O, A i C w hodowlach na nablonku.

2. Wirus namnozony w hodowlach na na-
blonku posiada wlasciwoséci pozwalajace na
uzycie go jako materialu wyjsciowego do pro-
dukeji szezepionki.

3. W oparciu o material wirusowy pochodzg-
¢y z hodowli wyprodukowano Igcznie 31 serii
szczepionki. Szezepicnki z wszystkich serii ce-
chowala bardzo wysoka aktywno$¢ stwierdzo-
na po kontrolnym zakazeniu zwierzgt uodpor-
nionych oraz przez stwierdzenie u tych zwie-
rzat wysokiego poziomu przeciwcial zobdjet-
niajacych.
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IIgnnbruk C., KobGyceenu T., BucoHescku E. Ba-
panoscky Y., Jlabouuka B. flukoBcka fI. -— Ilpume-
HeHue Meroda DPpeHKeNa NPW NPOAYKUUN BaKLIMHBI
TPOTHB AIYPA.

TIpUrOTOBMAM HECKOJBKO Cepuil NPOTUBOANLYPHOM
DaKUMHB! A5 CBMHEN Ha ocHoBammu Bupyca tuma O

JAN BUCZEK, JAN KRZYZANOWSKI,

(wramm GL-69) HaMHOMKEHHOro o Meroay PpeHKeNdd.
KonuuecTBo Bupyca B BakiMHe paBHAJoch 30%. Vera-
HOBMJIM, UYTO TIIPUTOTOBJIEHHAs BaKLUMHA He BIOJHE
npefoxXpaHAlla CBKHEI OT KOHTAKTHOTO 3apazkKeHusI
BUPYCOM AUIypa.

Szkilnik S., Kobusiewicz T., Wisniewski J., Baranow-
ski Cz., Labedzka W,, Jankowska J. — The application
of Frenkl’s method for the production of the vaccine
against Foot-and-Mouth discase.

Certain series of the vaccines for pigs were prepa-
red by the use of strain GL-69 (type O) multiplied
acc. to Frenkl’s method. Thirty per cent of the wviral
material was used as inoculum. The vaccine obtained
was controlled for effectiveness and harmlesness. It
was found that the vaccine did not protect the pigs
completely from the contact infections with FMD
virus.

BARBARA MAJER, EDWARD MALINOWSKI

Zapalenie strzykéw u kréw spowodowane przez wirus z grupy Pox

Instytut Chordb Zakaznych i Inwazyjnych
Wydzialu Weterynarii AR w Lublinie
Dyrekior: doc. dr habil. S. WOLOSZYN

Przyczyna enzootycznych wirusowych zapa-
len strzykow u bydla sa zarazki nalezgce wg
Hucka (9) do trzech réznych grup systematycz-
nych: Pox, Herpes i Papova.

Kliniczne zakazenia wywolane przez wirusy
z grupy Pox tj. wirus ospy krowiej (Poxvirus
bovis), wirus wakeyny (Poxvirus officiale) lub
wirus ospy rzekomej (Parapoxvirus) sg trudne
do zrdéznicowania. Czynnik etiologiczny wg La-
udera i wsp. (12) mozna w tym przypadku
zidentyfikowac tylko przy pomocy badan wi-
rusologicznych. W Polsce, jak wskazuja na to
publikacje (2, 6, 7, 8, 9, 10, 13, 15, 18, 20)
zakazenia u bydla wirusami z grupy ospy wy-
stepuja dos¢ czesto. Wydaje sie, ze w naszych
warunkach najwiekszg role odgrywa wirus wak-
cyny.

W niektérych krajach jak np. w Wielkiej Bryta-
nii, w stadach bydla mlecznego czesto przyczyng
zapalen strzykow jest wirus Herpes mammili-
tis, zarazek izolowany po raz pierwszy w Szko-
cji przez Martin’a i wsp. (14). Obraz kliniczny
tego schorzenia roézni sie od zakazen wywola-
nych przez wirusy z grupy ospy, naglym wyste-
powaniem zmian, ostrym przebiegiem i szybkim
rozprzestrzenianiem sie¢ choroby.

Wirusy z grupy Papova powodujg miedzy in-
nymi brodawczyce wymienia. Rozpoznawanie
choroby nie nastrecza w zasadzie trudnosci.
Brodawczyca spotykana doéé czesto w naszym
kraju jest bardzo klopotliwa, zwlaszecza u kréw
mlecznych. Proby leczenia brodawczycy wy-
mion byly przedmiotem naszej poprzedniej pu-
blikacji (11).

Instytut Chorob Niezakainych
Wydzialu Weterynarii AR w Lublinie
Dyrektor: doc. dr habil. S. KOPER

W niniejszym doniesieniu, przedstawiono wy-
niki obserwacji klinicznych, badan laboratoryj-
nych i leczenia enzootycznego zapalenia strzy-
kow. Jak wykazaly badania, przyczyna obser-
wowanego schorzenia byla infekcja wirusowa.
W wywiadzie nie udalo sie ustali¢ zadnego po-
wiazania ze szczepieniami przeciwospowymi lu-
dzi. Podejrzewano wiec, ze przyczyng schorze-
nia moze byé niezidentyfikowany w Polsce wi-
rus ospy rzekomej, lub Herpes mammilitis vi-
rus. Przeprowadzone badania wiruselogiczne
pozwolily na dokladng identyfikacje zarazka.

Praca stanowi wiec cenny przyczynek do re-
jestracji schorzen wirusowych bydla w Polsce.

Badania wlasne

Pierwsza obserwacja dotyczyla krowy rasy
czarnobialej, dostarczonej do Kliniki Polozniczej
Wydz. Wet. w Lublinie z powodu schorzenia
strzykéw. Krowa wlasnego chowu przed 6 mie-
sigcami wycielila sie a 4 miesigce temu byla
inseminowana,

Wg relacji wlasciciela przed okolo 10-ciu
dniami na strzykach przednich ¢wiartek wy-
mienia pojawily sie pecherze, strzyki staly sie
bolesne i krowa nie pozwolila sie doié¢, a ilos¢
mleka wybitnie sie zmniejszyla. Podobne obja-
wy pojawily sie rowniez u 2 pozostalych krow,
z tym, Zze zmiany na strzykach byly slabsze
i zwierzeta pozwalaly sie doié. U zwierzat tych
rowniez obserwowano spadek mlecznoéci. U cie-
lat przebywajacych w tym samym pomieszcze-
niu klinicznie nie stwierdzono zadnych obja-
wow choroby.
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