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Wpływ czosu przechowywonio nobłonko językowego bydło
no włoŚciwości uodporniojgce szczepionki przeciwpryszczycowej

przygotowonej metodq Frenklo

z z'akladlr Badania Pryszczycy rnstytutu weterynarii W ZduńSkiej Woli

STEFAN SZKILNIK, TADEUSZ KOBUSIEWICZ, JF,P'ZY WIŚNIEWSKI,
CZESŁA-W BARANOWSKI. JANINA JANKOWSKA

Efekty uzyskiwane przy namnażaniu wirusa
pryszczycy metodą Frenkla, to jest przy na-
mnażaniu żn uźtro na nabłonku zebranym z
języków bydła rzeżnego, uzaleznione są w du-
żej mierze od świeżości nabłonka, W nielicz-
nych przypadkach produkcyjne namnażanie
wirusa pryszczycy można prowadzić na na-
błonku bezpośrednio zebranym z ięzyków. W
większości do produkcji trafia nabłonek prze-
chowvwany przez pewien okres czasu w pły-
nach konserwuiących,

Dane zamieszczone w piśmiennictwie odno-
szącvm się do tego zagadnienia (I, 2, 3, 4, 5)
określają maksymalny czas przechowy.łvania
nabłonka na 5 do 7 dni od chwili zebrania.
przeżywanie tkanki nabłonkowei rlwnoznacz-
ne z okreserrr jej prz)rdatrrości do namnażania
wirusa pryszczycy uzaleznione jest od szeregu
czynników kształtuiących się odmiennie w
różnych zakładach. z tego względu podjęto pra-
ce doświadczalne, mające wyjaśnić iak dłuqo
w warunkach istnieiących w Zakładzie Bada-
nia Pryszczycy można przechowywać zebrany
nabłonek bez obawv obniżenia walorów uod-
parniających produkowanej sz,czeprionki prze-
ciwpryszczycowej.

Materiał i metody

N a b, ł,o in e k. Językii odcięte bezpośred.nio oo ubo.iu
bydła myto bieżąca ciepłą wodą, zmywano alkoho-
lem etylowvm o stężenil 120lo i naświetlano promie-
niami ultrafioletowymi. Po tych zabiegach nabłonek
ścinano z języków i umieszczano natychmiast w
ochłodzonym do 4oC płynie konserwującym o skła-

NaHCO3
Glukbza
Ekstrakt drożdżowy
Hydrolizat laktoalbuminy
Neomycyna
Sulfametazyna Na
Penicylina .

Woda destylowana do objęiości

20g
10,,
10,,
40 ,,,
10 ,,
3 mil jedn.
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Naibłonek w płyrnie kon,serwującyrn przewożOno w
pojemnikach izotermiCŹnych do Zakładll. gdzie w
temperaturze 4oC przetrzymywano go do czasu za-
łożenia hodowli.

W i r u s. W doświadczeniach używano wirus prysz-
czycy typu O ,szczep Strze[ewo-62 adaptowanv
unrzednio do hodowli na nabłonku. Miano lvirusa
używanego do zakażan:ia doświadczalnych hod,owli wy-
rnSiło 108,62TCIDsn/m1.

N arnln ażani e wir urs a, Hodowle zakładarno uży-
wając płyn odżywczy stosowanv w seryjnym namna-
żaniu wirusa dla celów produkcyjnych. Namnażanie
orowadŻono w ciagu 24 Eodz. w temperaturze 36oC
przv stałym pówolnym rnieszaniu i ciągłym przepłv-
wie tletntr. Do każdego rnamnożenia używarrro 1 kg
nabłonka w 10 l płynlr odżywczego. ITodo,lrle zakażano
dodając zawiesinę wirusa w ilości 101oTCIDso. Uzy-
skane materiały wirusowe mianowa-no na jedno-
warstrł,owych hodowlach komórek nerki cielęcia (6).

]Myniki obliczano wzorem Reeda i Muencha. Każdo-
Tazowo wykonywano również odczvn wiązania dopeł-
niacza z wzrastającymi rozcieńczeniami antygenu.
,Iako r,vynik podavlane jest najwyższe rozcieńczenie
dające zahamowanie hemolizy.

S z c z ep i o n k a pr z e c i rvpr y szczy c owa.
'W oparciu o materiały wirusov;e otrzymane w posz-
czególnych namnożeniach sporządzano szczepionkę o
następujacym składzie :

Materiał wirusowy - nabłonek 60/o

Materiał wirusowy - płyn hodowli 309o

Wodorotlenek glinu }olo-owy 30U/o

dzie:
NaC1
Kc1
Na2HPOo,12H2O
NaHrPOn, 2H2O
CaC12.6HrO
MgcI2.6H2o
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1Uń

0,08%
5oń

0,17o
1000ń

Przy otrzymywaniu szczepionki płyn hodowli zawie-
rający wirus mieszano z wycią§iem uzyskanym z
<lwukrotnej ekstrakcji nabłonka f osforanowym pły-
nem buforowym. Zawiesinę odbiałczano chlorofor-

Glikokolowy płyn buforovzy
Formalina
Glicervna
Saponina
Fosforanowy płyn buforowy do

72e,
715 ,,
0,7 ,,
4,,
1,.



Nr4 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXX

mem, wirowano, mieszano z wodorotlenkierrr glinu i
po dodaniu formaliny inaktyworvano w temperaturze
26oC prz.ez 48 godzin.

Kontrola aktywności szczepionek,
Ocenę doświadczalnych szczepionek przeprowadzano
na bydle używając do każdej kontroli 5 zwierząt,
któryłn liniekowano po 5 m,l badanej szczepionki. 'W

2i dni po szczepieniu pobierano krew dla określenia
poziomu przeciwciał h, a następnie za-
każano uodpornione zwierzętami kon-
trolnymi przez wpro śluzówkę języka
10.000 ID59 wirusa pryszczycy typu O.

Pozi pomocy odczynu
serone komórkowych (7).

Miana 0/o dawki zobojęt-
niającej.

Wyniki
Przeprowadzono 9 namnoże1l wirusa prysz-

:ZYCY uz)/wając kolejno nabłonek pTzetrzymy-
Wtrny \\, płynie }<onserwującym przez coTaz
dłuższy okres czasu. Uzyskane wyniki przed-
stawione są vv tab. 1.

Tab. 1.

Cnrówienie wyników
Analiza uzyskanych wyników wykazuje, że

przy istniejących w czasie doświadczeń warun-
kach zbioru, transportu i przechowywania na-
błonek zachowuje niezmienioną przydatność
do namnażania \,virusa pryszczycy przez dwie
doby ocl chwili zebrania. Świadczy o tym za-
ró\^,no miano wirusa otrzymanego w pierw-
Szych trzech namnozeniach, wynoszące powy-
zej 10s,ooTQID5o/mI, wyniki OWD wykazujące
zahamowanie hemolizy do rozcieńczenia anty-
genu 1:5 oraz wysoka skutecznoŚć szczepionek
przygotowanych z tych materiałów.

W materiale wirusowym pochodzącym z ho-
dolvli pTowadzonej na nabłonku 3-dniowym
(hodowia Nr 4) obserrvowano nieznaczny spa-
dek zdolności wiązania dopełniacza i niewiel-
kie obniżenie miana zjadliwości wirusa. Szcze-
pionka przygotowana z tego materiału posia-
dała jednak wystarczająco wysokie właściwości
uodparniające aby wg przyjętych norm oceny
szczepionek przeciwpryszczycowych mogła być
zakwalifikowana jako w pełni zdatna do użyt-
ku.

Z hodowli l.Tr 5 i 6 założonych z użyciern
nabłonka 4 i 5-dniowego otTzymano materiały

porównywalne pod względem miana i zdolności
vłiązania dopełniacza z mateliałem uzyskanym
w namnozeniu Nr 4. Właściwości immunogen-
ne tych materiałów były natomiast wyraźnie
obnizone. Jak wykazała kontrola odpowiednich
szczepionek, l<rowy uodparniane nie nabyły
pełnej niewrażIiwości na podśluzówkowe zaka-
żenie zjadliwym wirusem pryszczycy. U dwu
zwierząt łvystąpiły objawy uogólnionego pro-
cesu chorobowego.

Namnozenia 7, B i 9 dałv również materiały
niepełnowartościowe, co ujawniły kontrole
szczepionek. W materiałach tych zaznaczyło się
również wyraźne obniżenie zdolności wiązania
dopełniacza i nieco mnie j charakterystyczne
obnizenie miana zjadliwości.

Wnioski
1. W procesie namnazania wirusa pryszczycy

metodą Frenkla można uż,ywać nabłonek języ-

kowy przechowywany przez 3 doby, nie obser-
wując obniżenia jakości szczepionki.

2. W hodowlach zakładanych z użyciem star-
szego nabłonl<a otrz\rmuje się materiały wiru-
sowe dające szczepionki niepełnowartościowe.
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lLlxrnlrłrr C., Ko6yceenv T., Brłcruencxlt E., Eapa-
IloBcIoI Y., flrrroecxa fr, - Blrgnr,re BpeMeHI{ xpave-
ElIff 9nl4TeJlu, ff3blKa KpyIIHoTo poTaToro cKoTa Ha
tłMłIygoreIIHbIe csoftcrna npotrłnaórogrrorł rarqnrrrr
npIlroToBJlenlroft no MeToAy @errr<ng,

Bt"ł'pyc cepoT,IJ[a O xynlrrswpoB,aJll Ha s[I4TeII{I{
,{3EII<a HeEocpeAcTBeHHo flocJle oHfTr!fi r nocne 1-12
cyToTluoro xpaHeHI4E. Y4onnete qpltTe JILHIIe pe3yJlbTa-
TbI IIoJI}vaiIĄ npuuelr^gĄ JIII7,I e llĄr! xpaarłvr,rż MaKcrI-
MaJIEHo 3 cym<lł. BaxqrłHlr IIpI4roToBJIeInHbIe ,{3 B]łr-
pycHEIx MaTep]4aJIoB HaMHa>KaeMbIx Ha gfir{TeJllĄv Xpa-
H]4MoM cBblttle 3 cyrox oKa3aJlrlcb He aKTI4BHF,IMII.

Wyniki namnażania rvirusa i kontroli szczepionek uzyskane przy uŻycirr do hodowli nabłon-
ka o różnym okresie przechowywania.
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Szkilnik S,. Kobusiervicz T., Wiśniewsl<i J., Baranorł,-
ski Cz,, Jankor,vska J. - Tlre influence of cattle epi-
thelium preservation on the irnmunogenic properties
of the vaccine prepared a,cc. to Frenkel's method.

In older to explaii-t the iniiuence oI el:itheliullr ple-
servation on the clua]ity of vilal matel,ials and tilere-
fore on thc itnmunogenic properties of tlre vaccinel

against FMD, there was done several multiplications
of FMD virus type O. For the culture there was used
the epithełium directly after removing from tongues
ancl after 1-12 days since preservation. Po§itive re-
sults łvere obtained otrly when the epithelium was
preserved not more than 3 days. The virus multi,
plied in older cells clid not give plofitable findings.

ANDRZEJ KOM()ROWSKI, JERZY ZAHACZEVV'SK]

Na wytwarzanie lipazy przez beztlenor,ve 1a-
seczki izolowane z mączek rybnych zwrócono
u\,Vagę we WczeŚniejszej publikacji (13). Lipaza
jest enzymem z grupy estelraz i posiada zdo1-
ność hydrolitycznego rozkładu trójglicerydów
(9). Inicjująca rola llpazy w złożonym łańcuchu
destrukcyjnych przemian tłuszczu zmusza do
zwlócenia szczegóInej uwagi na drobnoustroje
będące jej źródłe,m, a występuiące w produk-
tach bogatych we frakcje tłuszczowc np. w
mączkach rybnych.

Lipazy zostały strłlierdzcne w licznych rodza-
jach drobnoustrojów - m. in. Staphylacocc1,1.s,
DipIococcus, Pseudomonas, Bacźllus, Clostrź-
dtum, MEcobacterium, Enterobactel'ź(lceo.e (6,
11, 12). Alford (2, 3) zwrocił uwagę na specyfi-
kę lipaz różnych §atunków dro,bnoustrojolv.
Najczęściej wyraza się ona zwiększoną aktyrv-
nością w stosunku do estrółv określonych kwa-
SoW tłuszczowych.

Szybkość plocesu lipolizy zależy od warun-
ków fizytko-chemicznych (1, 2, 6) olaz stopnia
aktywności enzymatycznej. Oznaczanie aktyrv-
ności lipaz baktervjnych można p],zeprowa,dzić:
badając szybkość reakcii enzymatycznej na
podłozach zawierających tłttszcze lub substraty
tłuszczor,ve - np. podłoze Wiliis-IIobbs (.I2),

Alforda (4) czy Gonzałesa-Sierry (5). Inną meto-
dą określania akty,wności lipaz jest alkalimet-
tyczne oznaczanie stęzenia kwasórv tłuszczo-
wych, uwolnionych rv wyniku działania enzy--
mu na substrat tłuszczowy. Ze względu na bat,-
dzo szybkie zakwaszanie podłoża w czasie wzTo-
stu drobnoustrojórv beztlenor,vyr:h, metody all<a-
limetryczne są w tym przypadku nrało obiel<-
tr-lvne (B).

Lipazy bakteryjne są enzymami }<onstytucyi-
nymi-endocelluIarnymi Iub adaptacyjnymi-
-egzocellularnymi. Posłu,gując się metodą Se-
balda i Prevot (10) z użyciem wyciągów bezbal<-
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teryjrrych, można ustalic lokalizzLcję lipaz ba*
dany,ch drobnoustro j ów.

Celem naszej pracy było określenie zdolrrości
i czasu rozkładu preparatów Trveen uzyt5zch ;n-
ko substraty tiuszczowe, przez llpazy beztleno-
wych lasecze]< izolowanych z rnączek rybnych
oraz stwierdzerrie iokalizacji tego enzymu w
ku l 1 urze baliter;, jnej.

Marteriał i meltody
Szczepy bakteryjne, Do badań lżyto 12 szczepó,"v

laseczek beztlenowych o typowych właściwościach
morfologicznych i biochemicznych, wyizolowanych z
importo,wanych mączek rybnych, Sposób izolacji ora2
właściwości szcz.epów podano w poprzedniej publi-
kacji (13).

PodłoŻa bakteriologiczne. Hodowlę szczepów prowa-
dzono na bulionie Wrzoska o pH : 7,6. Posiewy in-
kubowano 48 godzin w temp. 37oC. Czystość hodo,ń,li
kontrol<jrvano mikroskopowo.

Podłoża z preparatami Tween-2O, 40, 60 i B0 przy-
gotowano wg metody Sebalda i Prevot (10). Do okreś-
lania aktywności lipolitycznej kultur bakteryjnych
używano podłoży półpłynnych, rozlanych do probówek
,o wy:mliaraeh 10X120 mm. Lokalizację li,plaz badano
r-lretodą dyfuzji na podłożach stałych, Iozlanych na
płytki Petriego o Średnicy 9 cm. w agatze wycinan6
okrągłe baseniki o pojemności 0,06 ml. Na jednej płyt-
ce zt-lajdowało się 6 basenil<ów w odległości 10 mm
od siebie.

Wyciąp"i bezkomórkowe. Uzyski."vano je przez wiro-
wanie młodych, 48 godzinnych kultur bakteryjnyclr w
ciągu 30 min przy szybkości 4 tys. obrotów na minutę.
Jałowość supernatantów kontrolowano mikroskopowo
oraz posiewając je na podłoża Willis-Hobbs.

Badanie aktywności lipolitycznej. Półpłynne pod-
łoża z prcparatami Tween legenerowano przed posie,
wem i po oc,Irłodzeniu r,vysiewano na nie po 0,2 ml
kultury bakteryjnej. Inkubację prowadzono w temp.
37aC przez okres 10 dni. Rozkład Tween'ów kontrolo-
wano mikroskopowo, zwracając uwagę na tworzenie
się kryształów soli lva,plnio,wych kwasów tłus,zczo-
wych.

Badanie lokalizacji lipaz. Do basenikórv nanoszono
wyciągi bezkomórkowe szczepów. Płytki inkubowano
w temp. 37oC przez okres 10 dni, kontrolując codzien-
nie przebieg reakcji, Celem uniknięcia wysychania
podłoży lv czasie inkubacji, na wieczkach płytek
umieszczano jałową, wilgotną ligninę.

Aktywność enzymotyczno lipoliiycznych

loseczek beztlenowych
7, z,ak aill }Iiqieny weterynaryjlcj w Krakowie


