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Naukowe podstawy kontroli biopreparatéw

stosowanych w zwalczaniu

Zakres i znaczenie poruszonego problemu

Pod nazwg biopreparatéw rozumie sie w ni-
niejszym opracowaniu szczepionki i surowice
odpornosciowe uzywane w immunoprofilakty-
ce, a niekiedy réwniez immunoterapii zakaz-
nych choréb zwierzat. Do grupy tej zalicza sie
tez preparaty diagnostyczne, to jest antygeny
i surowice, stosowane w rozpoznawaniu zakaz-
nych chordb lub identyfikacji wywolanych
przez nie chorobotworczych drobnoustrojéw.

W polskim pismiennictwie weterynaryjnym
nie spotyka sie prawie wcale opracowan na te-
mat zasad kontroli jakosci, czyli nieszkodliwo-
$ci i skutecznosel biopreparatow, stosowanych
w weterynarii. Jest to natomiast wazny dzial
mikrebiologii i immunologii stosowanej.

Wykonywanie mozliwie najbardziej doskona-
lej pod wzgledem metodycznym kontroli bio-
preparatéow, a zwlaszcza szczepionek, wazne
jest z réznych wzgleddw.

Preparat podawany duzej liczbie zwierzat w
ramach akeji szczepiennych, jezeli zawiera
zjadliwe lub potencialnie zdolne do wywolania
choroby zarazki — moze powodowaé masowe
zachorowania i upadki, a tym samym powazne
straty ekonomiczne.

Natomiast szczepionka o niedostatecznych
wlasciwosciach uodporniajgcych wywoluje zbyt
niskg lub niepelna odporno$é poszczepienns.
To za$ moze by¢ bardziej niebezpieczne niz nie
stosowanie szczepien profilaktycznych. Stwarza
sie bowiem iluzje, ze zwierzeta sg uodpornione.
W zwigzku z tym zaniedbuje sie inne sposoby
ochrony zwierzat przed infekeja. Przy wytwo-
rzeniu sie czeSciowej odpornosci powstajg do-
godne warunki do pojawienia sie nosicieli i
siewcéw zarazka. CzeSciowa odporno$é sprzyja
tez naturalnej selekeji nowych serotypow za-
razka, przeciw ktérym nie chroni zastosowana
szczepionka.

Z tych wzgledéw wykonywanie kontroli
szczepionek jest czynnoscig niezmiernie odpo-
wiedzialng. Prowadzenie za$ prac naukowo-ba-
dawczych nad doskonaleniem metod kontroli
posiada bardzo duze znaczenie gospodarcze.

Analogiczne stwierdzenia dotyczg kontroli
biopreparatéw diagnostycznych. Dopuszczanie
do uzytku preparatéw .o matej zdolnosci wy-
krywania zwierzgt zakazonych stanowi istotng
przeszkode w zwalczaniu poszezegdlnych cho-
réb zakaznych.

Doda¢ nalezy, ze tylko wtedy dysponuje sie
biopreparatami wysokiej jakosci, kiedy — mi-
mo osiggniecia zadowalajace] w danej chwili

zakaznych choréb zwierzat

jako$ci — podejmuje sie dalsze badania nad ich
doskonaleniem. To samo dotyczy metod ich
kontroli.

Liczba stosowanych w praktyce roznych bio-
preparatow rosnie z kazdym rokiem. Niemozli-
we jest zatem omoéwienie szczegdélowych metod
kontroli kazdego z nich. Celem artykulu jest
zatem podanie ogdélnych zasad oraz zwrocenie
uwagi na aspekt organizacyjny tego zagadnie-
nia.

Wdrazanie biopreparatéw do praktyki

Kazdy biopreparat nim zostanie przekazany
do uzytku stanowi przedmiot prac naukowo-ba-
dawczych. W ich zakres wchodzi okreslenie
biologicznych wlasciwosci drobnoustroju, ktory
ma stanowi¢ szczep produkcyjny. Nalezy tez
ustalié¢ warunki jego optymalnego namnazania.
Trzeba opracowa¢ wymogi przechowywania,
zapewniajace stabilnosé jego wlasciwosci., W
przypadku szczepow atenuowanych konieczne
jest okreslenie nieszkodliwosci szczepu produk-
cyjnego dla zwierzat, ktére majg byé uodpor-
niane, w tym wykluczenie mozliwoéci rewer-
sji wilasciwosei chorobotworczych. Szezep taki
musi by¢ nieszkodliwy tez dla innych gatun-
kow zwierzat i czlowieka. Waznym etapem ba-
dann jest opracowanie technologii produkeji i
kontroli biopreparatu.

Nieszkodliwo$é 1 skuteczno$é szczepionek
wzglednie surowic odporno$ciowych oraz war-
tos$¢ rozpoznawczg preparatow diagnostycznych
okresla sie z zasady najpierw w warunkach
laboratoryinych, a nastepnie sprawdza sie takze
w ramach poszczegdlnych doswiadczen tereno-
wych. Jesli wyniki przeprowadzonych proéb
stanowig podstawe do przekazania biopreparatu
do produkeji i uzytku stuzby weterynaryijnej —
wtedy wskazanym jest stopniowe jego wpro-
wadzanie, pod kontrolg zakladu naukowego i
nie od razu na catym obszarze kraju. Tego typu
postepowanie jest niezbedne w celu wyklucze-
nia awarii wystepujacych niekiedy w nastep-
stwie uzycia biopreparatéw, ktére zostaly zba-
dane w sposéb niewystarczajacy.

Kontrola seryjna i preparaty odniesienia
czyli standardy

Niezaleznie od scharakteryzowanych badan,
w odniesieniu do wigkszosci przekazanych do
produkeji biopreparatéw konieczne jest wyko-
nanie dla kazdej ich serii tzw. kontroli seryj-
nej na brak zanieczyszezen drobnoustrojami,
nieszkodliwo$¢ i skuteczno$é.
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Na potrzebe stworzenia naukowych podstaw
seryjnej kontroli biopreparatéw i ujednolice-
nia, czyli standaryzacji wymogow i metod kon-

troli, jako jeden z pierwszych zwrocil uwage -

Ehrlich (cyt. wg 3). Za swe pionierskie prace
z tego zakresu zostal wyrédzniony w 1908 roku
nagrodg Nobla. Zauwazyl on wahania w ak-
tywnosei biologicznej poszczegélnych serii bio-
preparatu, mimo wytwarzania go zawsze tg
samg metodg. Wykazat réwniez osobnicze r6z-
nice zwierzat we wrazliwosci na podany prepa-
rat i w zdolnosci nabywania odpornosci po-
szczepiennej. Z obserwacji tych wyptynely od-
powiednie wskazania, dotyczgce koniecznoscl
uzywania do kontroli biopreparatu mozliwie
jednolitego pod wzgledem genotypowym i fe-
notypowym materiatu zwierzecego. W uzyska-
niu tego materiatu istniejg jednak znaczne
trudnosei.

Duze wartosci w usci$leniu metod kontroli
biopreparatéw mialo stworzenie pojecia prepa-
ratu odniesienia, czyli standardu. W stosunku
do niego poréwnuje sie w tych samych warun-
kach doswiadezalnych oceniany preparat. Za-
sada ta zostala zainicjowana przez Priggego w
1935 roku (cyt. wg 3).

Standardy muszg byé zabezpieczone przed
zmianami ich aktywnosci biologicznej. Stosuje
sie w tym celu §rodki konserwujgce, liofilizacje
lub niskie temperatury.

Dane, ktére charakteryzujg standardy biopre-
paratow zamieszcza sie w opracowaniach o za-
siegu miedzynarodowym. Wydawane sg one
przez Miedzynarodowg Organizacje Zdrowia
(WHO), Miedzynarodowy Urzgd Epizootii (OIE},
a w odniesieniu do pomoru bydia, pleuropneu-
monii bydla, pryszczycy, pomoru afrykanskiego
§win i rzekomego pomoru drobiu réwniez przez
Swiatowg Organizacje Wyzywienia i Rolnic-
twa (FAO).

Standardy sa magazynowane w laboratoriach
uznanych w skali miedzynarodowej za referen-
cyjne i udostepniane na zgdanie krajowym la-
boratoriom, odpowiedzialnym za kontrole bio-
preparatow. Te ostatnie mieszczg sie zazwyczaj
w centralnych instytucjach naukowo-badaw-
czych, jak np. w Polsce w Instytucie Wetery-
narii, a w Wielkiej Brytanii w Central Veteri-
nary Laboratory, Weybridge, lub specjalnych
instytucjach kontroli biopreparatéw, ktére sa
m. in. w ZSRR, NRD lub WRL.

Upowszechnianie standaryzacji w skali
miedzynarodowe]

Zagadnieniu standaryzacji biopreparatéw po-
$wigcone sg specjalne kongresy, sympozja i
konferencje naukowe. Pierwsze tego typu spot-
kanie odbylo sie w 1955 roku w Lyonie. W
ramach Miedzynarodowego Stowarzyszenia To-
warzystw Mikrobiologicznych (International
Association of Microbiological Societies =
IAMS) utworzona zostala grupa robocza, zwana
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Stata Sekcjg do Spraw Standaryzacii. Po X
Kongresie JAMS w Meksyku Sekecja zostata
przemianowana na Komisje o nazwie Miedzy-
narodowe Stowarzyszenie Standaryzacji Biolo-
giczne] (International Association of Biological
Standarization). Gléwnym zadaniem wymienio-
nego Stowarzyszenia jest popieranie rozwoju
i stosowania standaryzowanych technik produk-
cji 1 kontroli biopreparatow oraz metod roz-
poznawania zakaznych choréb zwierzat. Wspot-
pracuje ono ze Swiatowg Organizacjg Zdrowia
w organizacji badan i przekazywaniu do stoso-
wania miedzynarodowych standardéw biolo-
gicznych i tym podobnych odezynnikéw refe-
rencyjnych. Miedzynarodowe Stowarzyszenie
Standaryzacji Biologicznej jest tez wydawcg
czasopisma o nazwie Developments of Biologi-
cal Standardization. Oglaszane sg w nim prace
dotyczace standaryzacji bioprepartéw, zwtasz-
cza te, ktore referowane sa na sympozjach or-
ganizowanych przez Towarzystwo. W organi-
zacji ich uczestniczy, zaleznie od zakresu te-
matycznego — WHO, OIE i FAO.

Przy udziale organizacji miedzynarodowych
wydawane sg tez opracowania monograficzne,
dotyczgce standaryzacii. Przykitadowo pod au-
spicjami FAO i WHO, w ramach Komitetu Ek-
spertéw d/s Brucelozy, zostala wydana mono-
grafia pt. Laboratory Techniques'in Brucellosis
(wydanie 2, Genewa 1975).

Niektére normy i wymogi o charakterze
standaryzacyjnym, odnoszgce sie do bioprepa~
ratow, zostaty umieszczone w Farmakopei Euro-
pejskiej. Dotyczy to gléwnie preparatow stoso-
wanych w medycynie a tylko nielicznych bio-
preparatow weterynaryjnych. Istnieje potrzeba
liczniejszych opracowan z tej dziedziny. Dzia-
tanie w tym kierunku wydaje sie nasila¢ (11).

Zagadnienia standaryzacji 1 opracowania
norm biopreparatow stanowig tez przedmiot
zainteresowania poszczegdlnych panstw. Przy-
kladowo w Wielkiej Brytanii podstawg kontro-
li biopreparatow, stosowanych w medycynie i
weterynarii, jest tzw. Medicines Act z 1968 roku.
Preparaty uzywane w weterynarii sg pod ka-
tem wymogoéw produkeji i kontroli omoéwione
rowniez w Therapeutic Substances Order of
the Diseases of Animal Acts (2).

Zagadnieniem standaryzacji i kontroli bio-
preparatow zajmujg sie przez swoje agendy
specjalistyczne réwniez organizacje o charakte-
rze polityczno-gospodarczym jak RWPG i EWG.

Najwszechstronnej w aspekcie potrzeb wete-
rynarii prowadzi dziatalno$¢ dotyczacg standa-
ryzacji biopreparatéw Miedzynarodowy Urzad
Epizootii (OIE). W jego ramach dziala Komi-
sja Standaryzacji Produktéow Biologicznych ak-
ceptowanych przez OIE. Autor tego opracowa-
nia jest jej wiceprzewodniczgcym. Wspdlpracu-
je ona z Komisjg d/s Kodeksu Zooganitarnego
OIE. Kodeks ten zawiera zalecenia do wyko-
rzystania przez centralne administracje wete-
rynaryjne poszczegblnych panstw. Zmierzajg



Nr 11

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXXV

one do zapobiegania i zwalczania choréb zaraz-
liwych w skali miedzynarodowej, ze szczegdl-
nym uwzglednieniem obrotu zwierzgetami mig-
dzy poszczegbélnymi panstwami. W zbiorze za-
lecen znajdujg sie zalgczniki (annexy), ktére
zawierajg wytyczne i wymogi standaryzacyjne
w odniesieniu do szeregu szczepionek 1 surowic
odpornosciowych oraz preparatéow diagnostycz-
nych 1 metod rozpoznawania chorob zakaznych.

Kontrola na zanieczyszczenie biopreparatéw
obcg mikroflora

Biopreparaty muszg byé w zasadzie wolne
od drobnoustrojéow zanieczyszczajacych, w tym
bakterii tlenowych i beztlenowych, grzybow,
wiruséw (m.in. wiruséw onkogennych), drob-
noustrojow z grup Mycoplasmatales, Rickettsia-
les i Chlamydiales. Zaleznie od tego czy nam-
nozenie zarazka, stanowiacego pozadany anty-
gen uodporniajgcy, odbywa sie na podlozach
bakteriologicznych, w zarodkach kurzych, ho-
dowli tkanek lub komorek — kierunek badan
i doboér pozywek wykrywajacych zanieczyszcze-
nia wymienionymi drobnoustrojami jest inny.
Dazy sie do ujednolicenia dla kazdego bioprepa-
ratu odpowiedniego zestawu metod wykrywania
niepozadanych drobnoustrojéw. Prowadzi sie
tez prace eksperymentalne, powigzane z oceng
matematyczng, nad okresleniem liczby prébek
danej serii biopreparatu, po zbadaniu ktorej
istnieje maksymalna pewnos¢, ze wszystkie jej
egzemplarze sg wolne od zanieczyszczen natu-
ry mikrobiologicznej. Generalnie rzecz ujmu-
jac, zaleca sie zbadanie np. 1% calkowitej liczby
ampulek wzglednie fiolek wchodzgeych w sklad
badanej serii lub co najmniej 4, a maksymalnie
10 egzemplarzy (10).

Kontrola na nieszkodliwo$§é¢

Bardzo waznym elementem kontroli szcze-
pionek i surowic odpornosciowych jest okresle-
nie ich nieszkodliwosci dla tego gatunku zwie-
rzecia, u ktorego majg byé stosowane. Chodzi
o to, by nie wywolywaly one odezynéw miej-
scowych i ogblnych, ktére powodujg powazniej-
sze zaburzenia w zdrowiu. Nalezy tez bez-
wzglednie zapewni¢ niemoznos$é szerzenia sie
choroh zakaznych w nastepstwie podawania
szczepionek 1 surowic odpornosciowych. Wy-
krycie w nich czynnika infekeyjnego jest zwla-
szeza wtedy trudne, kiedy znajduje sie on na
granicy wykrywalnosci.

Wybuchy choréb zakaznych w nastepstwie
podawania niewlasciwie skontrolowanej szcze-
pionki sa obecnie niezmiernie rzadkie, zwtasz-
cza je$li sie bierze pod uwage ilosé¢ akeji szeze-
piennych i liczbe szczepioych zwierzat. Znacz-
nie czeSciej natomiast niestusznie podejrzewa
sie zwigzek miedzy stosowaniem szczepionki a
wystapieniem choroby wtedy, kiedy faktycznie
zaistnieje wylacznie zbieznoé¢ przypadkowa
miedzy akcjg szczepienng a inng przyczyng za-

kazenia. Fakt ten nie powinien jednak osta-
bia¢ dalszych przyczyn, zmierzajacych do wy-
kluczenia w drodze seryjnej kontroli nieszkod-
liwosei przekazywanego do uzytku bioprepara-
tu. Chodzi nie tylko o zapobiezenie infekcjom,
wywolujacym chorobe, ktore minifestujg sie
wyraznymi objawami klinicznymi. Te infekcie
sa stosunkowo latwe do wykrycia. Glowny na-
cisk nalezy polozyé na metody ujawniania in-
fekeji o przebiegu utajonym. Wywolane sg one
zwlaszcza przez wirusy powolne, moggce wy-
stepowa¢ w komorkach zwierzecych, ktore
wchodzg w skiad zywych szczepionek wiruso-
wych. Chodzi m.in. o wirusy nowotworowe,
ktore wywotuja biataczki ssakow 1 ptakow oraz
o adenowirusy ptasie.

W celu maksymalnego zwiekszenia czulosci
metod kontroli nieszkodliwosci szczepionek, na
podstawie doswiadczen i matematycznych kal-
kulacji okresla sie liczbe probek kazdej serii,
ktore muszg by¢ poddawane badaniu na zwie-
rzetach lub w hodowli komoérek, zaleznie od
rodzaju biopreparatu. Stawiane sa tez okreslo-
ne wymogi co do liczby i jakosci zwierzat, na
ktérych przeprowadza sie kontrole nieszkodli~
wosci. Ze wzgledéw ekonomicznych badanie
nieszkodliwosci szczepionek lub surowic odpor-
nosciowych przeprowadza sie na ograniczonej
liczbie zwierzat. Nie powinna byé ona za mala,
gdyz wtedy wzrasta mozliwo$¢ niewykrycia
czynnika szkodliwego. Oprocz wyréwnanej i
dobrej kondycji — zwierzeta uzywane w kon-
troli biopreparatéw na nieszkodliwo$¢, nie mo-
ga posiadaé przeciwcial lub innych czynnikéw
odpornosciowych  swoiscie  neutralizujacych
drobnoustroje, ich antygeny lub toksyny, za-
warte w szczepionce. Pozgdane jest, by w mia-
re moznosci byly to zwierzeta wolne od zaraz-
kéw  chorobotwoérczych czyli tzw. zwierzeta
SPF (specyfic pathogen free). W celu mozliwie
wczesnego stwierdzenia nawet cze$ciowego od-
zyskania zjadliwosci u atenuowanych szezepow
szczepionkowych uzywa sie zwierzgt, ktérym
podano érodki immunosupresyjne.

Kazda seria szczepionki, jak wspomniano
powinna by¢ zbadana na nieszkodliwo$é na tym
gatunku zwierzecia, dla ktoérego jest przezna-
czona. Oprocz tego, zaleznie od rodzaju szcze-
pionki, wykonywane sg proby na zwierzetach
laboratoryjnych, najczesciej na myszkach lub
swinkach morskich. Badane preparaty podaje
sie parenteralnie, podskornie, domiegniowo lub
dootrzewnowo. Zwierzeta obserwuje sie na
ogot 7 dni (10), a niekiedy diuzej, w ktérym
to czasie nie powinny one pa$¢, ani tez wyka-
zywaté objawow chorobowych.

W celu wykrycia dodatkowych czynnikéw
patogennych stosuje sie neutralizacje, przy
uzyciu swoistych surowie, atenuowanych drob-
noustrojow, ktorych obecnos¢ w szczepionce
zostala przewidziana. Preparat taki dodaje sig
do-hodowli wrazliwych komorek, ktore nastep-
nie bada si¢ na wystapienie efektu cytopatycz-
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nego. Jego brak wskazuje, ze nie wystepujag w
badanej szczenionce czynniki mikrobiologiczne,

zdolne do wywotania takiego efektfu. Badanie.

powinno byé¢ powtarzane w kilku kolejnych
pasazach. Jednak nawet w takiej sytuacji nie
ma bezwzglednej pewnosci co do braku zanie-
czyszezenia szezepionki innymi drobnoustroja-
mi niz pozadane. Lecz prawdopodobienstwo
obecnosci obcej mikroflory chorobotworcze]
zmniejsza sie bardzo wydatnie. Mozna je jesz-
cze bardziej obnizyé korzystajac w produkcji
szczepionek z zarodkéw kurzych lub komorek
zwierzecych uzyskanych od zwierzat bedacych
pod stalg kontrolg weterynaryjna. Coraz cze-
$ciej uzywa sie¢ w tym celu zwierzeta typu SPF.

W szczepionkach inaktywowych, w zasadzie,
zaréwno drobnoustroj, ktory stuzy do uodpor-
nienia, jak tez ewentualnie inne mikroflora
towarzyszgca, podlegajg dzialaniu $rodka inak-
tywujacego, ktéry pozbawia je pategennosci.
Niestety nie zawsze udaje sie uzyskaé¢ wystar-
czajaca inaktywacje czynnika chorobowego.
Proces ten nie moze by¢ bowiem prowadzony
zbyt daleko, gdyz wtedy zniszczeniu ulegaja
tez antygeny uodporniajace i szczepionka traci
skuteczno$e. Wylania sie zatem problem czulo-
$ci metod wykrywania pozostajacych w szcze-
pionce czastek patogennych. Trudno$ci w tym
zakresie ilustruja nastepujgce przyktady.

Proba biologiczna kazdej serii szczepionki mo-
ze byé wykonana w warunkach laboratoryjnych
najwyze] na kilku do kilkunastu zwierzetach ga-
tunku, dla ktérego jest przeznaczona. Zwlaszcza
bowiem takie zwierzeta jak bydlo i trzoda chlew-
na sa drogie i brakuje pomieszczen dla wigksze]
ich liczby. Niekiedy zatem szczepionki, ktére w
warunkach laboratoryjnych okazaly sie dla zwie-
rzat nieszkodliwe — zastosowane w warunkach
terenowych — powodowaly mniejszego lub
wiekszego stopnia odczyny poszczepienne, do
infekcji czynnej i choroby zarazliwej wlgcznie.
Jako przyczyny tego uwaza sie m. in. gorsze wa-
runki bytowania zwierzat w terenie niz w pomie-
szczeniach instytutéw naukowo-badawczych i
zwigzany z tym rézny poziom odpornosci natu-
ralnej na infekcje. Kolejnym powodem jest wigk-
sza mozliwo$é spotkania w terenie, wsréd du-
zych populacji zwierzecych, osobnikéw o wigk-
szej wrazliwo$ci na zakazenie. U takich zwie-
rzat nawet male dawki niezinaktywowanego
drobnoustroju mogg namnozy¢ sie i wywolaé¢
chorobe. Stajg sie one nastepnie zrédlem zaka-
zenia dla innych osobnikéw grupy szczepionej,
ktore nie zdazyly jeszcze uodpornié¢ sie po po-
daniu szczepionki, lub nawet znajduja sie w tzw.
negatywnej fazie odpornosci, cechujacej sie
zwiekszong wrazliwo$cig na infekcje.

Na przykladzie inaktywowanej szczepionki
przeciw pryszczycy stwierdzono (4, 5), ze pod-
skorne jej podanie bydtu stanowi znacznie mniej
czulg metode wykrywania w niej obecnosci za-
kaznego wirusa pryszczycy niz iniekcja szcze-
pionki do blony sluzowej jezyka w 25 punktach.
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Wilaczenie zatem tej metody do konfroli nie-
szkodliwosci stanowilo postep. Jednak, jak wy-
nika z eksperymentow i matematycznych kalku-
lacji Hyslopa i Skinnera (6) nawet przy dojezy-
kowym podaniu szczepionki istnieje pewna,
wprawdzie bardzo mala, mozliwos§é niewykrycia
wszystkich czgstek infekcyjnych wirusa. Opra-
cowano zatem kolejng metode kontroli nieszkod-
liwosci szczepionki. Uzyto do niej oseskéw my-
sich. Jednak i ta proéba — cho¢ nieco czulsza niz
na bydle, nie okazala sie doskonaly. Stwierdzo-
no, ze jezeli 100 myszek zostalo zaszczepionych
dawkg 0,05 ml szczepionki kontrolowanej i nie
stwierdzono w tej grupie upadkdéw lub zachoro-
wan, to mimo tego istnieje mozliwosé (przy
P=0,05), ze 3% tak badanych probek moze za-
wiera¢ infekcyjne czastki wirusa. To réwna sie
0,0296 jednostkom infekcyjnym na dawke my-
sig, a tym samym 3 dawkom infekcyjnym na 5
ml szczepionki. W takiej dawce podawana jest
tréjwalentna szczepionka przeciwpryszczycowa
jednej krowie (7).

Istotnym postepem w stosunku do prob na
bydle i mysich oseskach bylo wprowadzenie ho-
dowli komoérek w celu kontroli na nieszkodli-
wos¢ szczepionki przeciwpryszezycowej. Metoda
ta jest znacznie czulsza niz poprzednio wymie-
nione proby. Umozliwia tez zbadanie wiekszej
liczby prébek szcrzepionki danej serii niz dwa
uprzednio podane testy (1, 9). Proba ta zostala
udoskonalona przez zastosowanie elucji wirusa z
komponentéw szczepionki i jego koncentracji
przy pomocy glikolu etylenowego. Uzyskany
eluat bada sie nastepnie w hodowli komoérek na
obecnosé czynnika cytopatycznego (cyt. wg 7).

Reasumujge to zagadnienie nalezy stwierdzié,
ze rownoczesne stosowanie w servinei kontroli
nieszkodliwosci szczepionki przeciwpryszczyco-
wej wszystkich trzech wymienionych metod i
uzyskanie wyniku ujemnego, gwarantuje z bar-
dzo duzym prawdopodobienstwem unikniecie
odczynow poszczepiennych i nierozprzestrzenia-
nie drogg szczepien profilaktycznych zjadliwego
wirusa pryszczycy.

Kontrola na skutecznosé

Podstawowg zasada kontroli skutecznodci
szczepionek jest badanie odpornosci przeciwza-
kaznej u szczepionych zwierzat. W swietle po-
przednio podanych stwierdzen, wskazujacych na
wahania aktywnosci tego samego biopreparatu w
poszczegodlnych seriach oraz réznice osobnicze
zwierzat, na ktérych okre$la sie dany preparat
— wskazane jest wlgczanie do kontroli na sku-
teczno$¢ biopreparatéw standardowych, stano-
wigcych preparat odniesienia. Ze wzgledu na
pracochlonnoéé, tego typu poréwnawcze badania
nie mogg by¢ wykonywane z kazda serig da-
nej szczepionki. Nalezy jednak uwzgledniaé je
mozliwie czesto. Jak dotychczas, liczba uznanych
w skali miedzynarodowej standardowych biopre-
paratow, sporzadzonych dla celéw weterynaryj-
nych, jest stosunkowo mala. W Central Veteri-
nary Laboratory w Weybridge (Anglia), dostep-
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ne sg standardy (2): szezepionki przeciw rézycy,
brucelozie ze szczepem S,y, inaktywowanej oraz
atenuowanej szczepionki przeciw rzekomemu po-
morowi drobiu, przeciw chorobom wywolanym
przez drobnoustroje z rodzaju Clostridium, cho-
robie Mareka i zakaZnemu zapaleniu oskrzeli,
jak tez surowic przeciw noséwce, chorobie Ru-
bartha i rozycy swin.

Badanie biopreparatéw na skutecznosé: obej-
mujg kontrole szezepu produkeyjnego i szczegé-
towe, z uwzglednieniem prob laboratoryjnych i
terenowych, badanie skutecznosci produktu kon-
cowego. Obejmuje ono rowniez kontrole poszcze-
gélnych etapéw cyklu produkeyjnego z uwzgled-
nieniem warunkdéw zakladu produkecyjnego. Te-
go rodzaju kontrole nie sg stosowane w przy-
padku kazdej serii biopreparatu, a gléwnie w
trakcie jego wdrazania do praktyki i potem w
odniesieniu do niektérych serii szczepionki.

Oprocz tego rodzaju czynnos$ci w odniesieniu
do kazdej serii wiekszodci szczepionek stosuje
sie kontrole seryjng na skuteczno$é.

Jednym z elementéow kontroli skutecznosci
szczepionki jest badanie produkeyjnego svczepu,
polegajace na okresleniu jego genetycznych
markerédw, zwigzanych ze zdolno$ciy wywoly-
wania wysokiego poziomu odpornosci przeciw-
zakaZznej u tego gatunku zwierzecia, dla ktére-
go szczepionka jest przeznaczona. Nalezy tez
ustalié, czy cechy te sg stabilne w kolejnych pa-
sazach. Szczep taki powinien byé nastepnie zlio-
filizowany lub przechowywany w stanie glebo-
kiego zamrozenia w celu zapobiezenia zmien-
nosci, prowadzacej do utraty istotnych dla ja-
kosci szczepionki wlasciwoscei. Nie nalezy korzy-
sta¢ w produkecji szczepionki ze zbyt odleglych
pasazy szczepu produkeyjnego w stosunku do
pierwszej jego generacji czyli szczepu macie-
rzystego. Jako najwiekszg uwaza sie liczbe oko-
fo 10-ciu pasazy, zaleznie od szczepu.

Oprécz badania skutecznosci szezepionki na
gatunku zwierzecia, dla ktérego jest ona przezna-
czona — w pewnych przypadkach (np. szcze-
pionka przeciw pryszczycy, przeciw wsciekliz-
nie), badz réwnolegle, a niekiedy nawet wylacz-
nie — prowadzone sg préby na skuteczno$é na
innych gatunkach zwierzat. W gre wchodza ja-
ko tansze zwierzeta laboratoryjne, zwlaszcza
$winki morskie lub myszki. Zaleznie od rodzaju
szczepionki ustala sie liczbe zwierzat szczepio-
nych oraz nie szczepionych. Te ostatnie stano-
wig wskaznik, czy uzyty do zakazenia (challen-
ge) zwierzat szczep jest chorobotwérczy. W
przypadku wiekszosci biopreparatéw, zwlaszeza
wirusowych, do préb na skuteczno$é zalecane
jest stosowanie zwierzat wolnych od przeciwcial
swoistych dla drobnoustrojéw, przeciw ktérym
ma byé wytworzona odporno$é przeciwzakazna.

W zwigzku z kontrolg na skuteczno$é ustala
sie dawki podawanej szczepionki, ktére powin-
ny byé rowne tym, ktére stosuje sie w terenie
oraz znacznie od nich mniejsze. Szczepionka mu-
si bowiem zawiera¢ w momencie kontroli znacz-
nie wiecej dawek uodporniajacych niz to jest

konieczne do uodpornienia zwierzecia, dla kté-
rego jest przeznaczona. Ten nadmiar potencjalu
immunogennego (ang. — potency) jest nie-
odzowny w zwigzku z koniecznodcig przechowy-
wania szczepionek przez rézne okresy do mo-
mentu zastosowania. W tym czasie, zwlaszcza
w przypadku szczepionek zywych, malejg ich
wlasciwosdel uodporniajgce. U szczepionek inak-
tywowanych proces ten jest znacznie powolniej-
szy. Z podanymi zjawiskami lgczy sie pojecie
okresu waznosci szczepionek. Jest to okres, w
czasie ktérego mozna je uznaé za skuteczne (ang.
— shelf life czyli dopuszczalny okres magazy-
nowania).

W celu ustalenia waznosci szczepionki na
przestrzeni okreslonego czasu, oprocz podawa-
nia jej w rozcienczeniach zwierzetom, stosuje
sie rowniez jej termostatowanie (temp. 37°) w
ciggu 24—72 godzin lub nawet dluzej — do 7
dni. Potym okresie musi ona wykazywa¢ zado-
walajace wlasciwosci uodporniajgce.

Z reguly po 3 tygodniach nastepuje zakazenie
zarowno zwierzat szczepionych, jak tez nie szcze-
pionych, zjadliwym szczepem zarazka, przeciw
ktéremu nastapilo vuodpornienie. Do zakazenia
uzywa sie szczepy o $cisle okre§lonych wlasci-
wosciach chorobotwérezych, w dawkach, ktore
sa przedmiotem uprzednich ustalen w oparciu o
odpowiednie doswiadczenia. Z reguly w dawece
stosowanej do zakazenia znajduje sie stosunko-
wo duza liczba LD;, lub ID;, (np. 10 600 lub wie-
cej) zarazka. Do ustalenia LDy, wzglednie IDj,
stosuje sie metode Reeda i Muencha lub inne.
Szczepionke uznaje sie za skuteczng, jesli zwie-
rzeta nie szczepione padng lub wystapia u nich
objawy charakterystyczne dla danej choroby, a
zwierzeta szczepione, wszystkie lub w duzym
odsetku, pozostang zdrowe.

Szczepienie grup zwierzat kolejnymi rozcien-
czeniami szczepionki lub surowicy odpornoécio-
wej pozwala okresli¢ dawke, przy uzyciu ktérej
uodpornia sie 50% szczepionych zwierzat, Okres-
la sie ja jako PDs,. W celu jej obliczenia uzywa
sie réznych metod statystycznych jak Reeda i
Muencha, analizy probitu, Karber i innych (8).

Obok badan na zwierzetach uodpornianych a
nastepnie zakazanych okreslong liczbg LDgy, do
oceny skutecznosci szczepionek stosuje sie tez
probe seroneutralizacji. W tym celu pobiera sie
surowice od zwierzat, ktére 2—3 tygodnie temu
otrzymaly szczepionke. W surowicy tej okresla
sie wlasciwoéci neutralizacyjne w stosunku do
wiruséw, bakterii lub toksyn, ktére stanowig
material immunogenny. Do oceny stosuje sie
wspomnianie uprzednio metody statystyczne.

W pewnych przypadkach w ocenie skutecz-
no$ci szczepionek, zwlaszcza z uwzglednieniem
odpornosci komorkowej, zastosowanie znalazla
proba hamowania migracji makrofagow.

Przy niektorych szczepionkach atenuowanych,
np. przeciw rozycy $win, lub inaktywowanych,
stosowanych przeciw niektéorym chorobom za-
kaznym, nie kazda seria szczepionki badana jest
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na skutecznosé. Badania tego rodzaju przepro-
wadza sie okresowo, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem szczepu produkcyjnego.

Antygeny i surowice diagnostyczne

Osobny dzial kontroli biopreparatéw stanowdi
kontrola antygenéw i surowic diagnostycznych.
Obejmuje ona podobnie, jak przedstawione' w
odniesieniu do kontroli skutecznosci szezepionek
bardzo $ciste okreslenie wlasciwosci szezepow
drobnoustrojéw uzywanych do produkcji anty-
genow lub surowic diagnostycznych. Sposéb ich
przechowywania jest réwniez taki sam jak poda-
no uprzednio. Niezbedne jest tez okreslenie stan-
dardowych podlozy koniecznych do namnaza-
nia szczepéw produkcyjnych. Standaryzacji pod-
legajg réwniez metody okredlania swoistodel i
aktywnosci tychze preparatéw. Obok testow se-
rologicznych wykorzystuje sie ocene wynikéw w
oparciu o metody matematyczne.

W skali miedzynarodowej zostaly stworzone
dla niektérych z preparatéw diagnostycznych
standardy. W Central Veterinary Laboratory (2)
znajduja sie obecnie do wykorzystania w skali
miedzynarodowej: drugi standard miedzynaro-
dowy surowicy anty-Brucella — Br. abortus, su-
rowica anty-M. gallisepticum oraz szczep shuzg-
cy jako swoisty dla niej antygen, surowica anty-
S. pullorum wraz ze szczepem S. pullorum stan-
dard i variant, surowica i szczep rzekomego po-

moru drobiu jak tez influenzy koni. Dostepne sg
tuberkuliny PPD ludzka i ptasia.

Jak dotychczas antygeny diagnostyczne nie zo-
staty ujete ani w ramy Farmakopei Europejskiej
ani tez wspomnianego Medicines Act. Brakuje
szeregu standardéw. Konieczne jest opracowanie
licznych metod, umozliwiajagcych standaryzacje
antygenéw i surowic diagnostycznych. Badania
te sa wprawdzie podejmowane, jednakze jak do-
tad, dotycza tylko nielicznych choréb zakaznych.
W odniesieniu do pozostalych sa one w toku i
wymagaja jeszcze dlugoletnich badan. Badania
tego rodzaju sg jednakze niezbedne w celu
usprawnienia diagnostyki choréb zakaznych, kté-
ra obok profilaktyki swoistej jest waznym ele-
mentem ich zwalczania.
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Serotypy hemolitycznych szczepéw E. coli
wyizolowanych od prosigt w latach 1971—1976

Z Instytutu Choréb Zakaznych i Inwazyinych Wydzialu Welervnaryjnego SGGW-AR w Warszawie
Z Zakladu Mikrobiologii Instytutu Weterynarii w Pulawach

Badania serologiczne szczepow E. coli, wyizo-
lowanych z przypadkow chorobowych, zaréwno
od $§win, jak i innych gatunkéw zwierzat oraz
czlowieka, maja znaczenie praktyczne, szcze-
golnie z epidemiologicznego 1 epizootycznego
punktu widzenia (3). Miedzy innymi sa one is-
totne jako badania wstepne. poprzedzajgce do-
bér szczepdéw E. coli do celéw produkcii szeze-
pionki. W zwigzku z tym, celem obecnej pracv
bylo okreslenie serologiczne szczepdw E. coli
wyizolowanych od prosiat, pochodzacych z réz-
nych ferm Tuczu Przemyslowego Trzody
Chlewnej w Polsce.

Material i metody

Zwierzeta doswiadczalne. Badaniom poddano pro-
sieta w wieku ok. 3 miesiecy, zgrupowane w fermach
Tuczu Przemystowego Trzody Chlewnej w Polsce (fer-
my H, M, Z, J, St. N. M). Do badan bakteriologicz-
nych pobierano material od wszystkich prosiat znaj-
dujacych sie w chlewni lub w hoksie, u ktorych
stwierdzono objawy charakterystyczne dla formy jeli-
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towej kolibakteriozy. U zwierzat tych wystepowala
biegunka lgcznie z brakiem lub zmniejszeniem apety-
tu oraz osowiato§¢ i w niektorych przypadkach obni-
zona wewnetrzng cieplotg ciala.

Szczepy bakteryjne. Przedmiotem badan bylo 190
hemolityeznych szczepow E. coli, wyizolowanych od
prosiagt, pochodzacych =z hadowli, w ktoérych stwier-
dzano przypadki svontanicznej kolibakteriozy, w la-
tach 1971/2, 1975 i 1976. Szczepy izolowano z prob
kalu i wymazéw z odbytnicy badanych prosiat we-
dlug nastepujacego schematu: kazdy badany materiat
posiewano metodg sektorkowsg na agar z krwig: po
24-godzinnej inkubacji odsiewano droga losowg z kaz-
dej plytki po 3 kolonie hemolityecznych szczepnow
E. coli réwniez metoda sektorkowg na podloze Mac
Conkey’a. Z oczyszezonych w ten sposéb szezepdéw
zakladano czyste hodowle hemolitycznych szczepow
E. coli, po 3 dla kazdego badanego materialu. Do chwi-
1li badan serologicznych szeczepy przechowywano na
agarze zwyKlym.

Badania biochemiczne. Wyizolowane szczepy spraw-
dzano na Lkrotkim szeregu biochemicznym obejmujg-
cym podloze Kliglera, Christensena, 10% laktoze pod
parafing oraz podloze na indol (17, 20). Badania se-
rologiczne polegaly na okre§laniu u wyizolowanych
szezepow E. coli antygenu O i antygenu K. Antygen Q



