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MOIIAMED SADDOUR

hodowii komórek

nlnleJSZel pracv

lzolocio wirr.lsów nieszlowicy owiec z przypodków łerenowych
i odopłocio wyizolowonych szczepów no helerologicznei HK-)

hstytut chorób zakaŹnych i Inwazyjnych wydzlału Weterynaryjnego AR, ul. Akademicka.12, 20-033 Lublin

Zmieniające się dynamicznie w ostatnim
ćwierćwieczu metody hodowli owiec, preferują-
ce' intensywny chów przemysłowy, wpłvwaią
niekorzystnie na organizm zwierzęcia, co wv-
raża się międzv innymi. zwiększoną wrażliwo-
ścią na zakażenia i wzrostem ]iczby zachoro-
wań. Szczególną uwagę zwraca wzrost roli nie-
których wirusów, jako potencialnych i rzeczy-
wistych czvnników chorobotwórczych. Do tei
ostatniei grupy, wg Bostedta (1) i innvch auto-
rów (3, 16), a także obserwacii własnvch, na-
Ieży wirus niesztowicv owiec. Mrriron (8) pod-
kreślił duże znaczenie tego wirusa patogennego
dla owiec i kóz. z różnvcll reionów świata na-
pływają sygnałv o zakażeniach ludzi spowodo-
wanych przez wirus niesztowicy (9, 15, 17).

Profilaktyka swoista niesztowicy jest możli-
wa i prowadzona dofychczas głównie przy po-
mocy szczepień ochronnych opartych o wakcv-
ny. produkowane metodą zakażenia owiec, a
więc zawierające wirusv w pełni chorobotwór-
cze. Zarazki te, wprowadzane ciągle do środo-
wiska, utrwalaią stałe zakażenia stad, W zwl,ąz-
ku z powyższym w ostatnim okresie podiętc
wysiłki nad opracowaniem szczepionek poda-
wanych podskórnie, zawierających wirus ate-

nuowany i namnażany do
(HK) (5).

Baclania przedstawione w
maią stanowić podstaWę do opracowania tech-
nologii produkcii na heterologicznei hodowli
komórek no\,vei szczepionki przeciw niesztowi-
cy owiec. Szczepionka wyprodukowana przy
wykorzystaniu atenuowanvch i ustabilizowa-
nych szczepów krajowvch wirusa niesztowicy
stworzy dodatkowe możliwości w zapobieganiu
tej chorobie.

Materiał i metody
B a d a n i a,"v i r u s o 1 o g i c z n e. I\llateriał do badań

stanowiły strupy pobierane z miejsc chorobowo zmie-
nionych od orviec w różnym wieku, Zmiany lokalizo-
wały się najcześciej na wargach, nozdrzach, strzy-
kach i wymieniu. Jako ,,dawców" wybierano owce z
silnie rozwiniętymi zmianami chorobowymi.
Przy goto o-genizowano z mtpenicyliny 10 i

fungizonu 30 s-
taci 10% za.ł ej
60 min., a następnie (3000
min.). Supernatant ro l:10,
Materiałem natywnym ażdego
zakażono po 0,1 ml co najmniej 4 HK prowadzone wprob stacjonarną. Wprowadzony ma-
teria fvstępnie kolejno I h, 2 h, 6 h,
l2 h temp. 3?9 C, ,po czym zmieniano
płyn utrzymujący i inkubowano dalej do momentu.) Praca Wykonana w ramach programu n,R-II-24,
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zniszczenia HK przez badane rvirusy, lj. przez 8-14
dni, śledząc rozwój zmian cytcpatycznvch CP. Z każ-
dego materiału wykonano co na jmnie j cztery ślepe
pasrże. Przy braku w czwartyrn pesażu zmian CP,
m^teriił eliminowano z dalszvch brdlń.

Hodorvle komórek, Hodov,,le pierwotne k-l-
mórek nerek olviec (HKNO) i komórek nerek cieląt
(HKNC) lub embrirrnów cieląt (HKNEC} przygoto-
wywano wg metody podanej ptzez Buczka (2). Na-
mnażanie wyizolowanych szczeoów i ich adaptac ję
do IlK prowadzono ną HKNC i TJKNEC. W bad.aniąch
r-l.żyto komórek linii ciąqłvch: MDBK - nerka bydła,
PKi5 - nerka świni, G},[K - nerk.. małpy zielonej.
Hodowle linii ciągłej MDBK rvykorzystancl do adrp-
tacji i a-tenuacji szczepów oraz do prowa,clzenia del-
szych barlań związanych z charakterystyką wyizolo-
wanł,cb rł,irusów.
Badania obecności wirusa. Obecność v,,iru-

sa w materiale oceniono naipierw na podstawie zmian
cytopatyczrych CP w FIKNO i HKNC, a następnie
przy pomocy mikroskopu elektronowego, stosuJąc me-

'"**"T nia fizvko-
chemic przv jętych
metod. 100ó g]ice-
ro1, dz wrażii,alość
w-|izo irusów na różne tern-pe
dąno ść wirus6w w procesie
lVyko próby klonowania wy
szczepów.

Wyniki i omówienie

Materiał dc badań wirusologicznych stanowi-
ły strupv z okolicy warg, pobra]le od 47 cho-

rych owiec, pochodzących z 7 wojewodztw

na HKNO, osiągaiąc mianc
a-6. Zwraca uwagę fakt, że
Hk obserwowano zdecvdo-
wskazujące na obecność w

, ] ] : ,,,

. , ,, ]:.]]..| ]i:.i: . | :, ] ,:::::!::,.;)jj:j...

lViriony szczepu SB2 wirusa niesztowicy
wione negatywnie. Powiększenie 64 000

Ryc. 1"

,,,:].,{

bar-

Ryc. 2. ógnisko namnażania wirusa niesztowicy szczep
SB2. Powiększenie 64 000

materiale wirusa, Badania te są w tvm wzglę-
dzie całkowicie zbieżne z wynikami Nagingto-
na (10). prz
Zuią, Że l z
terologi HK
dła - Że
ży - wirusow nie wyosobniono.

Tab. 1. Wyniki badań na hodowlach komórek mate:iału pobieranego od owiec z objawami niesztowicy

PacP"odzorzva,
ż,wrelŁz,ąr^

Li,czbo t{ Ld
źwi@rźąt }< ek

lĄa1.aria,T
badoay Uwogi

(wo.iąv,lodztwo)

tlii Ttil,YSu..o-,"-' "'L§Bzło-6

E MDBK+HKNC,4Ą MDEK+l-tK|{c6 MDBK+HKNC6 MDBK+HKNo8 HKNo+HKtlc5Hi(Nó":+3Hi<rlO+++,l HKNo

slrwpveź
okcLlc
Wo19

obiaśnienla: Yx - oznaczenle szczepu,
znriahy cytopatyczne, ++++ - komcrki
wotna komórek nerek cleląt, HKNo -
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- - brak charakterystycznych zmlan cytopatycznych, + _ charakteryśyczne
,nisrJr'oil *-iórjłilMońx' - -;o;ó*l; ciągłi - byłło. HKNc _ hodowla pier-

tróaówra pierwotua komórek nerek owiec, Miano TcI50 0,1 ml,
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la

Ryc. 3. Ognisko namnażania wirusa niesztowicy szczep
SB1, Porviększenie 64 000

Ryc. 4-?. Zmiany CP w HKNC iworzone
rus niesztowicy szczep SB2

Ryc. 4. Kontrola

z u,łasnych obserwacii wvnika, że u zwie-
Tząt, od których pobierano materiał do badań,
zmiańv chorobowe byłv zlokalizowane prawie
wyłącznie w o]<olicv \^larg, w przecirł,ieństviie
do spostrzeżeń wielu autorów (Ą, 6,7, 18, 20).
Wvosobrrione szczepv, okreśIore s-7m'ooIem SB1
i SB2, poddano identyfikacii w mikroskopie
elektronorvym poprzez snorządzenie prepara*
tów barwionych wg meiody Revnoldsa (14),
Badania wvkazały, że poC wzqlędein ,"łrielkości
i budowv kap5vdu oraz mieisca replikacii rvi-
rusa w komórce, Wyosobnione SZcZepY odpo-
wiadaią wirusom niesztorvicy, tvłorzą wiriony
kokono-podobne, charakterystyczne dla rodzaju
Parapoxuirus (ryc, 1-3). Szczepy SB1 i SB2
starano się zaadaptowaó naipierw do HKNC,
a następnie do linii ciągłei MDBK plopTzez Da-
sażowanie. Badania wykazały, że szczepv SB1
i SB2 replikują w wybranych HK. Ilość wiru-
sów narastała jednak bardzo polvoli. Miano
TCIDrom1:10-2,5 i 10-2 w pasażu pierłvszym
wzrastało do 10-s w pasażp 10. W tym prze-
dziale pasażów czas niszczenia IIK nie ulegał
istotnym zmianom.

R_vc. 5. Zmiany CP w 2 driiu po złkażeniu

.łilii

ZmlanyCPw4dniu po zakażeniu

Ryc" ?. Zmiany CP -"v 6 dniu po zakażeniu

W przebiegu pasażowania szczepów SB1 i
SB2 na HKNC obserwowano -iednocześnie ciąg-
łe mętnienie płynu utrzyrnującego w zakażo-
nych materiałem z uprzedniego pasażu hodow-
Iach komórek. Sugerowało to obecność r,v prób-
kach innych, trudnych do bezpośredniego wv-
kazania drobnoustrojów, prawdopodobnie my-
koplazm. W związku z powyższym podjęto za-

pIzez wL-
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Tab. 2. Wpływ czynników fizycznych i chemicznych na wirus niesztowicy szczep SB1, SB2

llosc wirr-łscl w iog TCtP59/ml
5zexł,p

Kontrolg t}
J.+uh

56"
60,

Ąaao
4,

CrQJr,

a,

Ą

ł
6 6ł-?

łĄ

o

0

0

ą

6
Ą

n
ź3ĄiĄ5
Ąąo 1 ąĄ

cbraśnienia: - nle badano,

biegi tch u7ygliminowania z materiału poprzez
zmiane antvbiotyków na tł;iozynę lub \,vstepną
obróbke rnateriału chlorofcrrnem. Zał:iegt te
pozostał./ jerlnak bez wyraźnvch l,v tym rvzgle-
dzie osiągnięć w oczyszczaniu roa.teriału. W
związku z tyrn szczepv SB1 i, SB2 paraz 10
przeniesiono z kolei na linie ciąqłą ]\{DRK.
Stosując sukcesywne oqrzewanie r,v temp. 56"C
przez ! godzinę kolejnvch pasażv adaptorł,a-
nych szczepórv, osiąqnieto ich czyszczenie z
zakażen ubocznych. Pozwoliło t takze na do-
konanie setrekcii wirusa przez elimiaąl ję r,;i-
rionów lvrażliwych lla temi,.eraturę, W rezul-
tacie osiąqnięto vlzrost miana wjrusólv i skró-
cenie czasll niszezenia ' T{Tś. W pasażu 30
na MDBK mjano szczepLl SB1 wvnosiło
TCID..m1:10-5,5, a czas niszczenia HK uległ
skrócenju z 13 d,o 6 dni, to iest o 620/o vr sto-
sunku do czasu pierrv",zeqo pasażu. Podobnie
po 40 nasażalh na MDBK miano szczeprr SB2
v,/vnosiło TCID.Oml:10-0, a czas niqzczenia HK
uleqł skróceniu o 620k, Zmtanv CP tworzone
przez szczepv SB1 i SB2 rozwiiały sie barclzo
pocloł:nie i snrowadzałv się do powstania w Hk
owalnvch ltrb kulistrich, silnie załamującvch
światło kornórek" naipierr,v poiedvng2ych, a na-
stepnie rv skuniskach przypominaiącyeh grona
(rvc. 4-7); zmiany te nie odbieqałv oC opisów
podawanych przez innrlch autrrról,v (12, 13, 19).

Zaadaptor,vane r]o linii ciaełei MDBK szcze-
py SB1 p 15 i SR2 p 50 zhadano
przeŻywania w różnvch temlreratu
oTaz na ,,vytrzyrna.łość na działanie
ników orqan,icznvch. ti. eteru i CHCI,, Wyka-

przeżywaią one praktvcznie bez stratv nriana,
Wirusv nie ulegały inaktyr,rracji pocl wpłvwem
20% eteru vr temp. 4oC nrzr:z 1 Qoclz., porlczas
gdy pcrl d niem CHCI, w w
temp. 4oC ałv one powoln lv
ciąqu godz Gllcerol lv sie e-
dłużał w stosunku do kontroli czas pTzeżywa-
n,ia szczepu SB2 p 50 w temp. 4"C. Szczepv
mozna przechowywać przez v..ziele miesięcy w
temp, -20oC.

Szczepy Sts1 i SB2 zawieszone w osłaniaczu
DSG-T2 i poddane liofiiizacji przeżywałv bez
straty miana. Badania te maią dużą rłzartość
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praktyczną z punktu widzenia technologii przy-
goto.,lrania szczepionki.

Z piśmiennictwa wynika, że wirusv nieszto-
lł,icv trvorzą łysinki na HK pod agarem (5, 10,
11), Próbv ujednolicenia szczepów poprzez klo-
trowanie łysinek, mimo rvielu prób, nie zostały
urvieńczone powodzeniem. Pomimo bardzo sil-
nie łvyraż,onego efektu CP, szczepv SB1 i SB2.ł warltnkach doświadczenia nie tworzyły |y-
sinek pod agarem.

Wnioski
1. Do wyosobnienia wirusów niesztowicv na-

J.eży stosować w;,złącznie HK tego samego ga-
tunku zvłierząt, od którego pobrano materiał
do bad.ań.

2. Wirusy niesztor,-ricv owiec można adapto-
_ waó do HK pochoCząc,7cll od bydła i uzvskać
materiał o stosunkowo dużej koncentracji wi-
rusów, co stano,,vi dobrą podstawę do przvgo-
towarria szczepionki.
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Marepnał AJIa rrccJlegosaH]4fi cocraBJlgJl]ł cTpyTI61,
B3fiTble or 47 o,eeq, 6c;isrisIx oxrnvroż. 3ror lłate-
ITotIlBe TeJI.ET (HKNC), HeĘpepEIBFlyIo J7rlHllla (L{DEK)
,7 Ha [erpB]4rlHylo KyJlbl,:)/py _ floqex c,Beu (i-]Kl,io).
l4sollłponaHo 2 rlrłrona roletlHEIX IiITaMit{a Br{pycoB
(SB1, SB2) ToJIbKo ua HKNO. 3ro o6osIraqaeT, qTc
Arl.fi I43oJl]lpoBaHI4g Br{pycCR 3KT'IMLI- eJIenyeT ITprfMe-
HaTb lcKJIIot{r{TeJIbHo HK roro Nle ca},,Iolo BuAa >r.w-
BoTHEIX. LLlralrurr -SB1. SI]2 ananT}Ą)oBaHo nnn FTK
cKoTa Ana [oflyqeHJ4ff Ma repfiaJla A.]In BaKI{Ł!IbI.

S:rddour l,/tr. _ Isclation of ecthyrna viruses from
shecp under fia}r] condi,{ians and adaptaóion of the
virłlses to lrcteloiogic ccils

The rnateli:l in the form cl crusts was taken from
47 sheeep. Tl:e s:łi,nples .vere inoculated into calf
kidney ceils (HK}IC), solicl ce]l line (MDBK) and
primary o,rine lridney cells (Ili(NC), T-uvo cytopathic
sti:ains, designated as SB1 and SB2, \\,ere iscliated
only in HK}TO. Ttre strains l"zere adapted to bovitre
kidney cells in order to obtain a subst].ate to prepare
a Vaccine.

łanie lecznicze przy glypie, natomiast jest dość
dobrym profilaktykienr podczas epidómii. Nie-
stety, w.,lkazano również powstawanie szczepów
Ickoopornych (26, 27, 32, 39).

Pochodna amantad_yny - rirnantadyna (ryc.
3) okaza.}a się bar,lziei skuteczna- rli badaniach
in tlźtro i źn oiuo Baciania kliniczne przelrowa-
Czone z chloro\,Ir'o4orkiem ::imaniadvny wvka-
lały, że pj]epar:ai ten jest iobrze toleroiva.ny
przez pacjel-rtor,v i reCukule bądź łagodzi obja-
y/y podczas naturalnej inti:kcji gĘ,irj? (27, 29).
JeCnakze nalezy zaznaczy[:, że w pełni s]<utecz-,
ny p]reljarat przecir,vgrypo,ń/y nie .został dot-lch-
cZaS Zsynl;etyzcu,an.7, a opa1lowanie grvp1. bę-
dzie prarrCopcdobnie trrożliwe dopiero wtedy,
gd,y polączv sie swoistą chetnioterapię ze swoi.
stą irnmunizacją.

0*N"NH,C§"NHa
i
I

NreO
l
l

0Hg

Mą'Fie8-g*Ę
Ryc. 1. Metisazon

}'ł'rłp" F"{SL

CŁ*,[.ełpo lłłod*rek f, naemtedy yav

Ryc: 2. .Ąmantadyna
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Koncepcja Ehrlicha (1B54-191i) doprowadzi-
ła do odkrycia w 1935 r. przez Doma§ka sulfa-
midów. Zapoczątkowany został roz-r";ój chemio*
terapii, trwający nieprzerwanie do c]rrviii obec-
nej. Medycyna współczesna posiada ;,,iele środ-
ków ba}<teriobójczych i Łral<terioriulyg7nr;ch,
które pozwalają na skuteczne zwalczanie szeTe-
gu chorób wywoływanych przez bakterie ,

Odmienna sytuacja panuje w dziedzinir zvrai-'
czania chorób wirusowych. Liczha stosoT anvch
preparatów przeciwwiruso"wvch jest stosunko-
wo niewielka, bowiem chemioterapia zakazeri
wirusorvych opiera się na inny3Ę zasadach, rliz
chemioterapia zakażen baktervinyc}r. Stosuiil
się substancje, które nie uszkadzają fizlologicz-
nych procesów komórki, a rvpływaią hanruiąco
na poszczegóIne stadia zakażenia komórki, czvli
uniemożliu,ia,i ą p olvstawanie zakaźny ch cząstek
wirusa. Preparat przecirł,wirusowy zdaniem
Hermanna (25) jest to substancja nieszkodlivza
dia komórek, nie będąca swoistym przeciwcia-
łem ani szczepionką, hamująca syntezę i taz-
przestrzenianie się wirusa, stymulująca odpor-
ność nies,.lzoistą, łagodząca obiarvv chorobowe
i przyspieszaiąca rekonwalescencję,

Pierwszym chemioterapeutykiem przecirvwi-
rusowym (1962 r.) przvjętym o praktyki lecz-
niczej był Metiśazon z grup tiosemikarbazo-
nów (ryc. 1), działający na nieswoiste białka
i hamujacy doirzewanie wirionórv w komórce.
Skuteczność jego stwierdzono w przypadkach
leczenia albo krótkotrwałego zapobiegania za-
każeniom wirusem ospy (4, 45).

Od 1964 roku w profilaktyce grypy wyłvoły-
wanej przez wirus grypy A stosuje się arnan-
tadynę, czvli L-adantoaminę (rvc. 2). Jest tc
trójcykliczna amina, zwalniająca nieco penetra-
cję wirusa, a działająca głownie l,v momencie
odpłaszczania wirusa. Wykazuje ona słabe dzia-

Cheryrioteropifi zokgżeń wirł:scwych
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