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sposobem na unikniecie
srzez chorobe Pachecs.
2o punktu widzenia, ze wzgledu
papuzi jzko zrodila zakazenia psittakozg
dla czliowicka, W kazdym przypadku musi bi¢
wyvkluczona ta choroba. Pewna zbieinos¢ obja-
woéw 7z chorobg Pacheca utrudnia diagnoze. W
przeoiegu PPD brak jest typowych objawo’w xli-
_;pznych Zmiany anatomopatologiczne nie sg
rowniez charakterystyczne. Z tego wzgledu ru-
t YNowg metoda rozpoznawama choroby Pacheca
: % Stwierdzenie tv-
TEemawia W
robs Pacheca. Pewne roz-
: = 5o izolacji 1 identyfikacji
Duze znaczenie pomocnicze moze miec

saz-

réwniez wykonanie badania w mikroskopie ele-
ktronowym. W diagnozie roznicoweij nalezy wy-
kluczy¢ psittakoze (barwienie metodg Macchia-
vello dla wykazania ciatek LCL w bezposrednicn
choro-

rozmazach z phvnu osierdziowezo! i
by bakteryjne. Rowniez zatr
olow itp.) powi b
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choroby Avujeszky w hodowli

gtebinowej i stacjonarnej

Dokladne, a jednoczesnie precvzvine [ Xrot-
kie zdefiniowanie pojecia , biotechnologia’ nie

jest latwe, bowiem funkcjonuje wiele definicji
te] rozwijajace] sie 1 majgcej coraz wieksze zna-
czenie praktyczne dyscypliny (2). Za Furopejskg
Federacja Towarzystw Biotechnologicznych mo-
zna przyjac, ze biotechnologia — to pelaczenie
niektérych dzialéw biochemii, mikrobiologii, ge-
netyki i nauk inzynieryijnych w celu technolo-
gicznego, badawczego i praktycznego wykorzy-
stania drobnoustrojow, komorek roskiamych i
zwierzecych oraz ich skladnikow (6). Rozpatru-
jac to za gadnienie w swietle produkeji szczepio-
m & tak ludzkich, jak i zwierzecych ujawnia sie

dominujgce znaczenie nukmldulogu. gdyz mi-

<robiolog ,opracowuje’” nowe szezepy drobno-
ustrojow, dobiera ich wlaseiwosei pod wzgledem
przydatnosei praktycznych. Mikrobiologia prze-
mysiowa -— opracowuje wydajne technologie
stuzgce do nammazania duzych ilosei potrzeb-
nych antygenow, ktoére poddane wnikliwej kon-
troli metodam: 1nu\1‘0131010*71cm mi, moga zna-
lez¢ zastosowanie w zapobieganiu i laczcmu wie-
Iu chordb (1). Zastosowanie nowoczesnych tech-

24-100 Pulawy

nik (bioreaktordéw z pelnym oprzyrzadowaniem
regulacyjnym i kontrolnym) pozwala na precy-
zyjne kierowanie procesami termodynamiczny-
mi, biologicznymi i chemicznymi, co jest gwa-
rancjg otrzymania wlasciwego produktu. Zasto-
sowanie biotechnologii pozwala na uzyskanie
lepszych wynikow produkeyjnych i ekonomicz-
nych w porownaniu do wynikéw zwykle otrzy-
mywanych z zastosowaniem metod klasycznych
(4).

7 dobrymi wynikami stosowano dotychczas
namnazanie w hodowli glebinowej mikroorganiz-
mow, wykorzystywanych mastepnie do sporza-
dzania szczepionek przeciwko pomorowi drobiu
(5), kleszezowemu zapaleniu moézgu (5), brucelo-
zie (3), wenezuelskiemu zapaleniu mozgu koni
(3), wsciekliznie (7). W badaniach wiasnych o-
pracowano metode namnazania na fibroblastach
kurzych szczepionkowego wirusa choroby Au-
jeszky (ChA) z wykorzystaniem do tego celu
fermentora. Nastepnie poréownano wyniki na-
mnazania wirusa oraz wiagciwosci immunogen-
ne antygentow uzyskanych w hodowli glebino-
we] i stacjonarne].
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Meateria:l metody

Fibroblasty zarodka kurzego uzyskiwano na drcdze
trypsynizacji lu-dniowych zarodkéw lurzyeh 0.25%
roztworem lrypss 1
wirowaniu przy
plukaniu zakladano rownolegle: hodowle glebinowe o
roznej ilosci zawieszonych komorek i hodowle stacjo-
narne w celu porownania uzyskanych wynikow. Do
hodowli giebinowych stosowano plyn skizdajacy sie z
453% plvnu Henksa z zawartoscial 3% hrdrolizatu lak-
toalbuminy -+ 453% zbuforowanego rozitworu ekstrakiu
drozazowego i 5% surowicy cielecei. Do 1 1 ptynu do-
dawano antybiotyki w ilosci 170 (00 jednostek penicy-
liny krystalicznej i 100 mg streptomycyny. W hodowli
stacjonarnej jako plynu wzrostowego uzyvwano plynu
Eariea z dodatkiem 10% surowicy cielecei. oraz anty-
bictvki w iloscsiach jak podano wyzei. Pcocdane sklady
plyndw ustalono w doswiadczeniach wsie h. Ho-
dowle zakazano atenuowanym szczepem v a choro-
by Aujeszky Buk TK-900 stosowanym obecnie do pro-
dukecii szezepionki Suivac A. Hodowle glebinowe pro-
wadzono w polskim fermentorze IF-84 o pojemnosc!
catkowitei 25 1 przy napelnieniu do 1/3 objetosci. W
czasie trwaria procesu nie stosowano napowietrzania.
Hodowle m o dwupoziomowym mieszadtem topat-
kowym prz oxosci 100—120 obrotéwy/min.

Dla okresien:a ¢ynamix mazania wirusa hodowle
o gesto$el 2 430 000 komorex "= I ml zakazzno inoculum
o ohjetosci 65 ml wirusa ChA ¢ mianie i TCIDgml
Probki pobierano co 6 godzin i mianowans na o -1
zarodka kurzego. Wyniki obliczano metoda Reedn-Mu-
encha. Hodowle stacjonarne zakladane byly w butei-
kach Roux ¢,5 1 i probdowkach, Otrzymane dwoma me-
todami antygeny uzyto do przygotowania seri: doswiad-
czalnvch szezepionek liofilizowanych, ktore nastepnic
sprawdzano na immunogenno$é i nieszkodliwo$é we-
Gitug metod przyjetych przy kontroli szczepionki Suivac
A Warchiak: o ciezarze ciala 40 kg podzielono na 3
grupy: czterem podano szczepionke przeciwko choro-
bie Aujeszky przygotowang metoda obecnie stosowany
w produkcii, nasiepne ¢ cirzymaly sz
uzyskang w hodowli giebir . natornias:
stale warchlaki stanowily kontrole. Mianc przeciw
w surowicy warchlakow szczepionych i kontrolnycs
hadano metoda seroneutralizacji na hodowli tkanko-
wej zarodka kurzego.

Wyniki i

CiZa

omowienie

Przeprowadzone badania wykazaly zalezmosc
miedzy uzyskiwanym korcowym mianem wird-
sa a takimi parametrami, jak: pH, gestos¢ ho-
dowli, temperatura i czas namnazania, szyblkosé
obrotow mieszadla oraz ilo$¢ tlenu rozpuszczo-
nego w plynie wzrostowym przyswajanym przez
komérki. Optymalng gestos¢ hodowli komore
prowadzonych metoda hodowli giebinowe] usta-
lono sprawdzajac miano wirusa w hodowlach o
wybranych gestoseiach. Wyniki przedstawiono
w tab. 1.

Najwyzszy wzrost miana wirusa uzyskano w
hodowlach o gestosei 2 500 00 komorek w 1 ml
plynu. Hodowle gesciejsze i rzadsze przy stalej
wielkosei dawki zakazajacej dawaly znacznie
nizsze przyrosty miana. W pobieranych okreso-
wo probkach okreslane zywotnosté komorek oraz
prowadzono ich obserwacje. W hodowlach nie
zaltazonych juz po 6 godz. obserwowano sklon-
noés komorek do agregowania poczatkowo po
2—3, po 24 godz., po 4—5—86, a po 48 godz. do-
chodzaca do 7—8 komorek. Zywotnosé w agre-
gatach byla dobra i utrzymywala sie na osiag-
nietym poziomie do 96 godziny inkubacji. Ioge

g

Tab. 1. Wyniki namnazanja wirusa ChA w hodowlach
0 _0ine; gestosel komdrek w 1 ml

Gastosd Migno
(:zodc_-wl_i omnoione
Rodzai hodowli (Femorkiw  wirusa w
o imi)  (leg.TCiDsp)
Stagjonarna 2500000 4073
Gtebinowe 4300000 10 8:2
Glebinowe 2400000 10 %92
e B . 2
Glebirowa 1700000 107
Gestosc hedowil
w {ml o kom[iml)
3
e hodowla
2 \_\ rieZO KA ZLONG
N,
\-
\‘
4] ~,
-,
™
| Mg kodowla
] ~..zakazonao
4 2 3 4 czas inkubacji
(w doboch)
Ryc. 1. Zywotnoéé komérek w hodowlach niezakazo-

nych i zakazZonych

(& 4', hodewlc
. ! g glgbinowa
i ' hodowla
6 stacjonarnc
54
Wl Vo,
9 “\_/'
2
1.
§ 42 45 24 30 36 42 48 54 60 cCzas
N inkubacii{ h)

Ryc. 2. Namnozenie wirusa ChA w hodowli glebinowe]
i stacjonarnej

powstajacych komorkowych agregatow nie
zmniejszyla sie przy intensywnym mieszaniu
nawet do 300 obrotow/min. Po 96 godzinach in-
kubaeji obserwowano obumieranie tak pojedyn-
czveh komorek hodowli, jak réwniez niektérych
lomorek w satach, Natomiast w hodowlach
zakazonych liczba zywych komorek zmniejszala
sie rownolegle wraz z namnazaniem sie wirusa
osiggajac powyzej 3 doby wartosei bliskie zeru

(ryc. 1).
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zutralizujgeych wirus Cht
s= =ontrolnych i uodpornionych

Tab. 2. Miana »
v osurowicach

szczepiankam. = 1i giebinowej i hodowli stacjo-
narnej
Liczba  Miano prreciwciaf
G i B c
arupa Zwigrzol A
K 2 0 0 0
G-4 4 C 4:40 4:80
D-2 4 0 440 4:%6
, D-1 —
varchlaki
repieniem,

niaeh po re-

W hodowlach zakazonych obserwowano réw-
niez zmiane pH. Po 48 godzinach od zakazenia
pH dechodzilo do wartosci 6,7-—6,8 i dalsze u-
trvymame go na tym pozom_c wymagalo na-
; onych w
mnisiszs

oo::ie::e D

Charakier nzmnazania sie wirusa ChA w ho-
dowli stacjonarnej, jak i glebinowej w obserwo-
wanych podmalach czasowych byl podobny, lecz
ozlggal zawsze wyzsze wartosci w hodowli gle-
binowej, jak to przedstawiono na ryec. 2. W obu
”*M‘o‘vlach po p1erwszydl 6 godzinach 1nhubac31

:tOyAllo\‘, 0 wzrastalo oz
godzinach od chwili

csimum po 48
Maksymalne

zagazenia.
miano wirusa ChA w hodowli glebinowej csigg-
nelo wartos¢ log 10%% TCID;, w 1 ml i bylo
wieksze od maksymalnego mlana uzyskanego

mztoda ‘Lradvcy]na o 1.7 log {rvc. 2). Wartosé
miana przeciwcial nbutral_zra}ck\ ch wirus
roby Aujeszkyego w surowicach $win przed
szczepleniem (A), w 3 t ' po :zczafjieniu
{2) 1 po 3 tygodniach p nacji (C) przed-
stawiono w tab. 2, ‘

Kontrolna grupa wykazywala zerowy poziom
miana przeciwcial przez caly okres obserwacii.
Grupa druga (D-1), ktérej podano szezepionke
Prav brt)tr_manf; metoda tradyeyijna zareasowals
wzrostem miana przeciwcial, ktérego dalszy
przyrost notowano po rewakeynaeji. Podobnie
zachowaly sie miana przeciweial zwierzgt (gru-
pa D-2), ktérym podano szczepionke przygoto-
wana z antygenu otrzymanego w hodowli glebi-
NOWE] T’itlany pozicm przeciweial deomos,mo—
\\3ch }3 'l w obu grupach zwierzat podobny i o-
siggal srednig wartose 1:80 do 1:96. Podobne
wartosei mian w obu grupach uodpornianych
zwierzat wskazuja, ze 1m;nun0genn05c antygenu
przygotowanego metoda hodowli glebinowej
jest tozsama z wartoscia immunogenng antyge-
nu uzyskanego metads hodowli stacJonam 25

Wnioski

runki namnazania wirusa

1. Opracowano
L‘
termentorze IT-84, Wartoseé i ilosé otrzy-

ChA %4

manego metodg hodowli glebinowej antygenu
zalezna jest od gestosci hodowli, wielkosci ino-
gulum i warunkow namnazania.

2, Namnazanie w hodowli glebinowej daje
mozliwos¢ uzyskaniz wyzszych mian wirusa w
jednostce objetosci w porownaniu z hodowla
stacjonarng.

3. Wartos¢ uodporniajaca otrzymanego anty-
genu jest podobna jak antvgenu otrzymanego
mstoda stacjonarng.
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results  of
) nro,,agatAG:A in a suspension
gle cells or in menolayer cultures

The

techmiague of vaccinal strain of Aujeszky’s
e virus propagation in a suspension of chicken
Zioroblasts  was elaborated. The elementary para-
meters of the virus propagation were given. Compara-
tive examinations of findings with the data obtained
in monolayer cultures (Roux flasks) showed that the
propagation of the virus dn a cell suspension was better
‘—-‘tho 1t any decrease of immunogenic properties of the
The antigens obtained by the two methods
1 to prepare vaccines. The results of vacci-
nation in pigs showed good protective effects in the
both cases.

JONES E, S., SEYMCUR €. J.: Obserwacje klinicz-~
ne nad stosswaniem iseflurane uw psoéw i u koni
({'linical experiences with isofluraxze in dogs and
horses). Vet. Rec. 119, 8—10, 1986 (1)

Isofiurane, preparat stosowany do narkozy wziewnej
uzyto u 22 pséw 1 21 koni w réznego rodzaju zabie-
gach  chirurgicznych., We wszystkich przypadkach
uzysikano bardzo dobre efekty. Uklad krazenia i ukiad
cddechowy zachowuja sie w narkozie izofluranowe]
identycznie jak w narkozie halotanowej Dzieki wlas-
ciwodciom wbreparatu uzyskano zaréwno odpowiednie
nasilenie narko7v, jak 1 brak dzialania ubocznego
J pséw czas ustepowania narkozy wynosit $rednic
3,522,7 min u‘r
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