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Wptyw czasu przechowywania nabtonka jezykowego bydfa
na wtasciwosci uodparniajqce szczepionki przeciwpryszczycowej
przygotowanej mefodq Frenkla

Z Zakladu Badania Pryszczycy Instytutu Weterynarii w Zduntiskiej Woli

Efekty uzyskiwane przy namnazaniu wirusa
pryszczycy metoda Frenkla, to jest przy na-
mnazaniu in vitro na nablonku zebranym z
jezykéw bydia rzeznego, uzaleznione sg w du-
zej mierze od $wiezoSci nablonka. W nielicz-
nych przypadkach produkcyjne namnazanie
wirusa pryszezycy mozna prowadzié na na-
blonku bezposrednio zebranym z jezykéw. W
wiekszo$ci do produkeji trafia nablonek prze-
chowywany przez pewien okres czasu w ply-
nach konserwujacych.

Dane zamieszczone w piSmiennictwie odno-
szacvym sie do tego zagadnienia (1, 2, 3, 4, 5)
okre$laja maksymalny czas przechowywania
nablonka na 5 do 7 dni od chwili zebrania.
Przezywanie tkanki nablonkowei réwnoznacz-
ne z okresem jej przydatnosci do namnazania
wirusa pryszczycy uzaleznione jest od szeregu
czynnikéw ksztaltujacych sie odmiennie w
roznych zakladach. Z tego wzgledu podjeto pra-
ce do$wiadczalne, majace wyijasni¢ jak dlugo
w warunkach istniejacych w Zakladzie Bada-
nia Pryszczycy mozna przechowywaé¢ zebrany
nablonek bez obawv obniZzenia waloréw uod-
parniajacych produkowanej szczepionki prze-
ciwpryszczycowe;j.

Material i metody

Nablonek. Jezyki odciete bezpodrednio pno uboiu
hydla myto biezgca ciepla wodg, zmywano alkoho-
lem etylowym o stezeniu 72% i naswietlano promie-
niami ultrafioletowymi. Po tych zabiegach nablonek
§cinano z jezykdédw i umieszczano natychmiast w
ochlodzonym do 4°C plynie konserwujacym o skla-
dzie:

NacCl 7

KCl

Na,HPO, - 12H,0 7

NaH,PO,* 2H,0O 0

CaCl, * 6H,0

MgCl, - 6H,0

o =3 O1 DD DD

’
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NaHCO;, 20 g
Glukoza 10 ,,
Ekstrakt drozdzowy 10 ,,
Hydrolizat laktoalbuminy 40 ,,
Neomycyna 2,
Sulfametazyna Na 10 ,,
Penicylina - 3 mil jedn.

Woda destylowana do objeto§ci 10 1

Nablonek w plynie konserwujgcym przewozono w
pojemnikach izotermicznych do Zakladu, gdzie w
temperaturze 4°C przetrzymywano go do czasu za-
lozenia hodowli.

Wirus. W do$wiadczeniach uzywano wirus prysz-
czyey typu O szezep Strzelewo-62 adaptowanyv
unrzednio do hodowli na nablonku. Miano wirusa
uzywanego do zakazania doSwiadeczalnych hodowli wy-
rosito 108,82TCID;,/ml.

Nammnazanie wirusa. Hodowle zaktadano uzy -
wajgc plyn odzywezy stosowany w seryjnym namna-
7aniu wirusa dla celéw produkeyjnych. Namnazanie
vrowadzono w ciegu 24 godz. w temperaturze 36°C
przy stalym powolnym mieszaniu i cigglym przepty-
wie tlenu. Do kazdego mamnozenia uzywano 1 kg
nablonka w 10 1 plynu odZyweczego. Hodowle zakazano
dodaijac zawiesine wirusa w ilofci 1019TCIDs. Uzy-
skane materialy wirusowe mianowano na jedno-
warstwowych hodowlach komérek nerki cielecia (6).
Wryniki obliczano wzorem Reeda i Muencha. Kazdo-
razowo wykonywano réwniez odczyn wigzania dopel-
piacza z wzrastajgcymi rozcieficzeniami antygenu.
Jako wynik podawane jest najwyzsze rozcieficzenie
dajace zahamowanie hemolizy.

Szeczepionka przeciwpryszczycowa.
W oparciu o materialy wirusowe otrzymane w pOsz-
czegblnych namnoZeniach sporzgdzano szczepionke o
nastepujacym skladzie:

Material wirusowy — nablonek 6%
Materiat wirusowy — plyn hodowli 30%
Wodorotlenek glinu 2%-owy 30%
Glikokolowy plyn buforowy 1%
Formalina 0,08%
Gliceryna 5%
Saponina 0,1%

Fosforanowy plyn buforowy do 100%
Przy otrzymywaniu szczepionki piyn hodowli zawie-
rajacy wirus mieszano z wyciggiem uzyskanym z
dwukrotnej ekstrakeji nablonka fosforanowym ply-
nem buforowym. Zawiesine odbialczano chlorofor-
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mem, wirowano, mieszano z wodorotlenkiem glinu i
po dodaniu formaliny inaktywowano w temperaturze
26°C przez 48 godzin.

Kontrola aktywnosci szczepionek.
Ocene do$wiadczalnych szczepionek przeprowadzano
na bydle uzywajgc do kazdej kontroli 5 =zwierzat,
ktérym iniekowano po 5 mil badanej szczepionki. W
21 dni po szczepieniu pobierano krew dla okre$lenia
poziomu przeciwcial zobojetniajaeych, a nastepnie za-
kazano uodpornione bydlo wraz ze zwierzetami kon-
trolnymi przez wprowadzenie pod Sluzowke jezyka
10.000 IDs, wirusa pryszczycy typu O.

Poziom przeciwcial badano przy pomocy odezynu
seroneutralizacji z uzyciem hodowli komoérkowych (7).
Miana surowic obliczano metodg 50% dawki zobojet-
niajgcej.

Wyniki

Przeprowadzono 9 namnozen wirusa prysz-
czycy uzywajgc kolejno nablonek przetrzymy-
wany w plynie konserwujacym przez coraz
dluzszy okres czasu. Uzyskane wyniki przed-
stawione 33 w tab. 1.

poréwnywalne pod wzgledem miana i zdolnosci
wigzania dopelniacza z materiatem uzyskanym
w namnozeniu Nr 4, Wlasciwo$ci immunogen-
ne tych materialow byly natomiast wyraZnie
obnizone. Jak wykazala kontrola odpowiednich
szczepionek, krowy uodparniane nie nabyly
pelnej niewrazliwosci na podsluzéwkowe zaka-
zenie zjadliwym wirusem pryszczycy. U dwu
zwierzat wystapily objawy uogélnionego pro-
cesu chorobowego.

Namnozenia 7, 8 i 9 daly réwniez materiaty
niepelnowarto$ciowe, co ujawnily kontrole
szczepionek. W materiatach tych zaznaczylo sie
réowniez wyrazne obnizenie zdolno$ci wigzania
dopelniacza 1 nieco mniej charakterystyczne
obnizenie miana zjadliwosci.

Wnioski

1. W procesie namnazania wirusa pryszczycy
metodg Frenkla mozna uzywac¢ nablonek jezy-

Tab. 1. Wyniki namnazania wirusa i kontroli szczepionek uzyskane przy uzyciu do hodowli nablon-
ka o roznym okresie przechowywania.
I Wynike namnaiama | KOntrold aktywnosce szcreponek B

(z o - KTOW )

o ,ofzec/zdoswg wvania OWD HMano i(,o;,i ! "Z,[,ZS:, uzgﬁf%fafgg if}fg ;i/*cyli 'f ontro ‘i” 2 f;f: : zoe
nablonka w 71050 /mL | wodpor-|kontrot- [ brak |zméany |40g2t. ;r:ccegxoem preeciwecal

|- - | neonyeh nych zmian | meepe. S erat. |thorosumym| #1910

1 [ s 2 5 | - 2 793

2 | = 2 5 - - 2 209

3 | s 2 5 - - 2 44

! i s | 2 5 ; - 2 169

5| 4an | 72 | |3 2 3 1 1 2 156

& 3 am | 14 & 2 4 = 1 2 125

7 | Ban \ 12 ‘ 5 2 |3 7 7 2 2

8 | 10dn #i1 5 2 | - 4 7 2 125

9 12 dne |merpz.| 10 “"f ze) | 4 | 2_ I -~ 02 2 2 aen 1,00

Omoéwienie wynikow

Analiza uzyskanych wynikéw wykazuje, ze
przy istniejgcych w czasie deswiadczen warun-
kach zbioru, transportu i przechowywania na-
blonek zachowuje niezmieniong przydatnose
do namnazania wirusa pryszczycy przez dwie
doby od chwili zebrania. Swiadczy o tym za-
roOwno miano wirusa otrzymanego w pierw-
szych trzech namnozeniach, wynoszace powy-
zej 10800TCID;y/ml, wyniki OWD wykazujace
zahamowanie hemolizy do rozcienczenia anty-
genu 1:5 oraz wysoka skuteczno$¢ szczepionek
przygotowanych z tych materialow.

W materiale wirusowym pochodzgcym z ho-
dowli prowadzonej na nabtonku 3-dniowym
(hodowla Nr 4) obserwowano nieznaczny spa-
dek zdolno$ci wigzania dopetniacza i niewiel-
kie obnizenie miana zjadliwo$ci wirusa. Szcze-
pionka przygotowana z tego materialu posia-
dala jednak wystarczajgco wysokie wtasciwosci
uodparniajgce aby wg przyjetych norm oceny
szczepionek przeciwpryszezycowych mogta byé
zakwalifikowana jako w pelni zdatna do uzyt-
ku.

Z hodowli Nr 5 i 6 zalozonych z uzyciem
nablonka 4 i 5-dniowego otrzymano materialty

kowy przechowywany przez 3 doby, nie obser-
wujgc obnizenia jako$ci szczepionki.

2. W hodowlach zakladanych z uzyciem star-
szego nablonka otrzymuje sie materiaty wiru-
sowe dajgce szczepionki niepelnowartosciowe.
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Mixkmaruuk C., Kobycesuu T., Bucbuesckm E., Bapa-
HoBCKM Y., fIlngorcka fI. — Bausgame BpemMeHu Xpare-
HHS SMHUTENNA SA3bIKAa KPYIHOTO DPOTATOr0 CKOT2 Ha
MMMYHOT€HHBI€ CBOMCTBA NPOTHNBAMTO3HOII BAKIMHBI
IIPUTOTOBJICHHON 110 MeTony eHKJId.

Bupyc ceporuna O KyJbTMBMPOBAJM HA SIIMUTEIMH
SI3bIKQ HEICCPEeICTBEHHO IIocJe COHATUA 1 nocie 1—12
CYTOYHOTO XPaHeHMd. ¥ NOBJIETBOPUTENLHBIE Pe3yJabTa-
Thbl IOJIYYAaM HPUMEHSS SMIUTENINM XPaHMMBI MaKCU-
MaNbHO 3 CyTKM. BarkUuHBI TIPUIOTOBJIEHHBIE M3 BU-
PYCHLIX MAaTEpPUaJOB HaMHAaXKaeMbIX Ha SIUTENMM XPa-
HJMMOM CBBIIIe 3 CYTOK OKa3ajducbk He AKTVBHbLIMIL
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Szkilnik S., Kobusiewicz T., Wisniewski J., Baranow-
ski Cz., Jankowska J. — The influence of cattle epi-
thelium preservation on the immunogenic properties
of the vaccine prepared acc. to Frenkel’s method.

In order to explain the influence of epithelium pre-
servation on the quality of viral materials and there-
fore on the immunogenic properties of the vaccine

against FMD, there was done several multiplications
of FMD virus type O. For the culture there was used
the epithelium directly after removing from tongues
and after 1—12 days since preservation. Positive re-
sults were obtained only when the epithelium was
preserved not more than 3 days. The virus multi-
plied in older cells did not give profitable findings.

ANDRZEJ KOMOROWSKI, JERZY ZAHACZEWSKI

Aktywnos$¢ enzymatyczna lipolitycznych

laseczek beztlenowych

7. ZaKladu Higieny Weterynaryjnej w Krakowie

Na wytwarzanie lipazy przez beztlenowe la-
seczki izolowane z maczek rybnych zwrédcono
uwage we weczeSniejszej publikacji (13). Lipaza
jest enzymem z grupy esteraz i posiada zdol-
nos¢ hydrolitycznego rozkiadu tréjglicerydow
(9). Inicjujaca rola lipazy w zlozonym lancuchu
destrukcyjnych przemian tluszczu zmusza do
zwrocenia szczegdlnej uwagi na drobnoustroje
bedace jej zrédlem, a wystepujace w produk-
tach bogatych we frakcje ttuszczowe --- np. w
maczkach rybnych.

Lipazy zostaly stwierdzcne w licznych rodza-
jach drobnoustrojéw — m. in. Staphylococcus,
Diplococcus, Pseudomonas, Bacillus, Clostri-
dium, Muycobacterium, Enterobacteriaceae (6,
11, 12). Alford (2, 3) zwrécil uwage na specyfi-
ke lipaz ro6znych gatunkéw drobnoustrojow.
Najczesciej wyraza sie ona zwiekszong aktyw-
noscia w stosunku do estrow okre§lonych kwa-
sow tluszeczowych.

Szybkosé procesu lipolizy zalezy od warun-
koéw fizyko-chemicznych (1, 2, 6) oraz stopnia
aktywnosci enzymatycznej. Oznaczanie aktyw-
nosci lipaz bakteryjnych mozna przeprowadzi¢
badajac szybko$¢ reakcji enzymatycznej na
podtozach zawierajacych ttuszcze lub substraty
tluszczowe — np. podioze Willis-Hobbs (12),
Alforda (4) czy Gonzalesa-Sierry (5). Inng meto-
dg okreslania aktywnosci lipaz jest alkalimet-
ryczne oznaczanie stezenia kwaséw tluszczo-
wych, uwolnionych w wyniku dziatania enzy-
mu na substrat tluszczowy. Ze wzgledu na bar-
dzo szybkie zakwaszanie podtoza w czasie wzro-
stu drobnoustrojow beztlenowych, metody alka-
limetryczne sg w tym przypadku malo obiek-
tywne (8).

Lipazy bakteryjne sg enzymami konstytucyj-
nymi-endccellularnymi  lub  adaptacyjnymi-
-egzocellularnymi. Postugujgc sie metodg Se-
balda i Prevot (10) z uzyciem wyciggéw hezbak-
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teryjnych, mozna ustali¢ lokalizacje lipaz ba-
danych drobnoustrojow.

Celem naszej pracy byto okreslenie zdolnogei
1 czasu rozktadu preparatow Tween uzytych ja-
ko substraty tiuszczowe, przez lipazy beztleno-
wych laseczek izolowanych z maczek rybnych
oraz stwierdzenie lokalizacii tego enzymu w
kulturze bakteryinej.

Materiat i metody

Szczepy bakteryjne. Do badan uzyto 12 szczepow
laseczek beztlenowych o typowych wilasciwosciach
morfologicznych i biochemicznych, wyizolowanych z
importowanych maczek rybnych. Sposdéb izolacji oraz
wlaSciwosci szezepdw podano w poprzedniej publi-
kacji (13).

Podloza bakteriologiczne. Hodowle szczepbéw prowa-
dzono na bulionie Wrzoska o pH = 7,6. Posiewy in-
kubowano 48 godzin w temp. 37°C. Czystosé hodowli
kontrolowano mikroskopowo.

Podioza z preparatami Tween-20, 40, 60 i 80 przy-
gotowano wg metody Sebalda i Prevot (10). Do okres-
lania aktywnosci lipolitycznej kultur bakteryjnych
uzywano podtozy poéiptynnych, rozlanych do probdéwek
o wymiarach 10120 mm. ILokalizacje lipaz badano
metoda dyfuzji na podlozach statych, rozlanych na
plytki Petriego o Srednicy 9 ecm. W agarze wycinano
okragle baseniki o pojemno$ci 0,06 ml. Na jednej plyt-
ce zrnajdowalo sie 6 basenikéw w odleglosci 10 mm
od siebie.

Wyciggi bezkomorkowe, Uzyskiwano je przez wiro-
wanie mlodych, 48 godzinnych kultur bakteryjnych w
ciggu 30 min przy szybkosci 4 tys. obrotow na minute.
Jalowo$é supernatantéw kontrolowano mikroskopowo
oraz posiewajgc je na podioza Willis-Hobbs.

Badanie aktywnosci lipolitycznej. Poélplynne pod-
loza z preparatami Tween regenerowano przed posie-
wem i po ochlodzeniu wysiewano na nie po 0,2 ml
kultury bakteryjnej. Inkubacje prowadzono w temp.
37°C przez okres 10 dni. Rozklad Tween’6w kontrolo-
wano mikroskopowo, zwracajgc uwage na tworzenie
sie krysztalbw soli wapniowych kwasoéw tluszezo-
wych.

Badanie lokalizacji lipaz. Do basenikow nanoszoho
wyciagi bezkomodrkowe szczepdéw. Plytki inkubowano
w temp. 37°C przez okres 10 dni, kontrolujgc codzien-
nie przebieg reakcji. Celem unikniecia wysychania
podlozy w czasie inkubacji, na wieczkach plytek
umieszczano jatows, wilgotng lignine.



