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Badania nad uzyskaniem stabilnego antygenu diagnostycznego

»Avipestighostu”
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W wyniku masowych szczepien prowadzo-
nych od wielu lat w naszym kraju, rzekomy
pomér drobiu przestal byé problemem w ho-
dowli drobiu. Zapotrzebowanie na szczepionke,
pomimo niskiej ceny, stale maleje. Nalezy za-
tem liczy¢ sie z pewnym niebezpieczenstwem
ponownego wystapienia przypadkéw chorobo-
wych w wyniku znacznego ograniczenia lub za-
przestania szczepien profilaktycznych. Zaktad
produkeyjny musi byé wiec przygotowany, by
w kazdej chwili przekazaé¢ do dyspozyciji stuzby
weterynaryjnej zaréwno szczepionke, jak i an-
tygen diagnostyczny. Dlatego tez coraz czesciej
produkowane sg preparaty w postaci liofilizo-
wanej, co zapewnia im znacznie dluzszg trwa-
To$¢ i umozliwia przechowywanie przez szereg
miesiecy, a nawet lat.

Okres wazno$ci preparatéw zalezy od wielu
czynnikéw, miedzy innymi od koncentracji
wyjéciowej zarazka, warunkow liofilizacji, wil-
gotnodci resztkowej, warunkow przechowywa-
nia liofilizatéw oraz stosowanego oslaniacza.
Jest rzeczg =znana, zZe oslaniacz odpowiedni
dla jednych wiruséw wykazuje czesto mala
przydatnoé¢ dla innych. Do najpopularniei-
szych oslaniaczy, zwanych tez no$nikami, zali-
cza sie surowice zwierzecy, odtluszezone mleko,
roztwory zelatyny, peptonu, glukozy, sacharo-
zy, a ostatnio i dekstranu. Na trwalo§é¢ prepa-
ratow maja wplyw takze takie czynniki, jak:
pH ostaniacza, jego ciénienie osmotyczne i o-
becnodé réznych jondw (6).

Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie anty-
genu diagnostycznego zwanege Avivestigno-
stem w postaci zlokalizowanej i okreslenie jego
terminu waznosci.

Material i metody

Do badan uzyto niezjadliwego szczepu LaSota wi-
rusa ND namnozonego na 10-dniowych zarodkach
kurzych, zakazonych dawka okolo 104ID.,. Po 72
dzinnej inkubaeji w {emperaturze 375 — 37.8°C,
przy wilgotnoéel 80—70%, =zarodki chlodzono Przez
24 godziny w t{emperaturze 4°C. Z kolei pobierano
plyn omoczniowo-owodniowy i probki poddawano
procesowi liofilizacji.
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Jako ostaniacze (nosniki) do liofilizacji zastosowa-
no:

a) 2% roztwdr glicyny -- glikokolu (4),

b) mleko odtluszczone,

¢) no$nik CG stosowany jako ostaniacz do liofi-
lizacji wirusa noséwki o nastepujgcym skladzie: sa-
charoza — 74,62 g, KH,PO, — 0,51 g, K.HPO; —
— 1,25 g, glutaminian potasu — 3,0 ml, neomycy-
na 125 mg, Aqua bidest. ad 1000,0 ml.

Wykonanie licfilizacji. Zebrane plyny omocznio-
wo-owodniowe, zawierajgce wirus, po zmieszaniu
% poszezegdlnymi oslaniaczami poddano liofilizacji w
aparacie firmay Usifreid. Preparaly zamrazanc przez
nawiew powietrza w temperaturze od —50°C do
—55°C. Poczatkowa temperatura podczas pierwszej
fazy liofilizacji (wysuszania wstgpnege) wynosita
—30°C. Po procesie sublimacji w drugiej fazie (do-
suszania) przeprowadzanej w tych samych apara-
tach temperatura wynosila -+-20°C do -+24°C. Zata-

pianie wykonywano w atmosferze azotu. Ciénienie
konicowe w aparacie liofilizacyinym wynosilo 0,03
Pa, natomiast wilgotnogé resztkowa  wynosiia

1—1,5%. Miano IDj, antygenu diagnostycznego okres-
lano bezpodrednio po liofilizacji, a nastepnie w
roznych przedzialach czasowych w  zaleznodei. od
temperatury przechcwywania liofilizatu. W {ym
celu poszczegdlnymi rozeienczeniami  wirusa zaka-
zano po 5 zarodkédw, ktére po 3 dniach inkubacjii
niezaleznie od zywotnosci schladzano w temp. 4°C.
MNastepnie pobierano piyn omoczniowo-owoednicwy,
badano w kierunku wlasnodéei hemaglutynacyjnych
i obliczano IDy; wg metody Reeda i Muencha (7).
Miano hemaglutynacyjne (HA) poszczegblnych pre-
paratéw ckreslano przy uzyciu plynu fiziologiczne-
go NaCl oraz 0,75% zawiesiny czerwonych krwinek
kurzych, pobranych co najmniej od 3—4 kur.

Wyniki i omdwienie

Do badan uzyto antygen diagnostyczny w
postaci wirusa ND, namnozonego na zarodkach
kurzych i zawartego w plynie omoczniowo-
~owodniowym z dodatkiem 3 rdoznych ostania-
czy. Liofilizaty te przetrzymywano w réznych
temperaturach i badano w celu okreglenia stop-
nia Zywotnosci puli wirusowej i jej przydatnos-
ci do odezynéw HA. Wyniki badania miana
ID;y oraz HA w zalezno$ci od temperatury
i okresu przechowywania ilustrujg ryc. 1—S8.
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Krzywa miana ID;, antygenu LaSota
trzymywanego w temp. 37°C

Ryc. 1. prze-
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Przeprowadzone badania wykazaly, ze: =
— wirus NDV poddany liofilizacji bez oslania- : S——

cza, jak i pod oslona uzyty ch no$nikéw, s "“J‘"\ //’ \/&\\

i przetrzymywany w 37°C przez 3 miesig- § B

ce, ulegt w silnym stopniu inaktywacji; jego ¥

miano spadlo bowiem az o okolo 5 log, = . e
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— ten sam wirus zliofilizowany i przetrzymy-
wany w temperaturze pokojowej (19°C)
inaktywowal sie w matym stopniu w ciagu
3 miesiecy we wszystkich badanych prob-
kach niezaleznie od uzytego ostaniacza jak
rowniez bez noénika; znaczniejszy spadek
zywotnosci zaobserwowano dopiero po 266
dniach, kiedy to miano wirusa obnizylo si¢
o 2—3 log,

— w temperaturze +4°C wirus NDV zacho-
wywal swa zywotnod¢ na tym samym po-
ziomie przez 458—490 dni tylko w obecnos-
$ci ostaniacza CG oraz mleka odtluszczone-
go; dodatek glikokolu nie wplywal na sto-
pien zachowania ZywotnoSci badanego wi-
rusa,

— przechowywanie wirusa NDV w -18°C
przez 458 dni nie powodowalo spadku jego
zywotnodci w obecnosci nosnika CG oraz
oslaniacza glikokolowego; nieznaczny spa-
dek zywotnosci zanotowano tylko w prébce
bez ostaniacza (kontrola).

Miana HA wirusa utrzymywaly sie prawie
na tym samym poziomie w granicach 640—
—1280 przez caly okres trwania badan nieza-
leznie od obecnosdci oslaniacza i temperatury
skladowania.

Dyskusja

Badania nad aktywnoscia liofilizowanego
preparatu NDV opartego na szczepie LaSota
w obecno$ci mleka kwasnego oraz mleka od-
tluszczonego sproszkowanego przeprowadzili
w Polsce Chrusciel i Jastrzebski (2). Autorzy
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3. Krzywa miana IDg anlygenu LaSota prze-
{rzymywanego w temp. 37°C

Ryc.
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Ryc. 4. Krzywa miana HA antygenu LaSota prze-

trzymywanego w temp. 19°C
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5. Krzywa miana IDj, antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp. 4°C
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Ryc. 6. Krzywa miana HA antygenu LaSota prze-

trzymywanego w temp. 4°C
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7. Krzywa miana IDg; antygenu LaSota prze-
trzgmywanego w temp. —18°C
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8. Krzywa miana HA antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp. —18°C
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ci podali zaréwno sposéb produkeji szczepionki,
jak i warunki liofilizacji i wykazali, ze w obec-
nodci tych no$nikéw miano 1Dy, spadlo zaled-
wie o okolo 1,5 log, po 6—9 miesiecznym prze-
chowywaniu w 4°C, za§ miano HA utrzymy-
walo sie w tym czasie na stalym, wysokim po-
ziomie. Nieco gorsze wyniki otrzymata Borzem-
ska i wsp. (1), ktérzy oceniali wyniki liofilizacji

szczepionki NDV  (szczep F-107 Asplin) bez
oslaniaczy. Przechowujac te szczepionke w
temperaturze -10°C nie stwierdzili spadku

miana wirusa, natomiast nieznacznie obnizylo
sie miano HA. Temperatura pokojowa okazala
sie niekorzystna do skladowania szczepionki,
ktéra tracita swa waznos$é po 5 miesigcach.

Wyniki badarn wlasnych dotyczace utrzymy-
Wwania sie miana ID;; wirusa sg najbardziej zbli~
zone do danych przedstawionych przez Chrus-
ciela i Jastrzebskiego (2). Jest to prawdopodob-
nie wynikiem zastosowania bardzo zblizonych
parametrow liofilizacji i tego samego szczepu
wirusa. Przetrzymywanie liofilizatéw w 37°C
mialo na celu wykazanie stopnia inaktywacii
wirusa w warunkach zdecydowanie niekorzyst-
nych. Na ogé6l! przyjmuje sie, ze jeden dzien
przetrzymywania wirusa w 37°C odpowiada
okolo 1 miesigcowi sktadowania w 4°C.

Poréwnujac wyniki badann wlasnych zaobser-
wowano spadek zywotnosci wirusa NDV prze-
trzymywanego w 37°C juz po okolo 2 tygod-
niach niezaleznie od uzytego oslaniacza, nato-
miast w 4°C miano wirusa obnizylo sie dopiero
po 122—150 dniach i to tylko w odniesieniu do
wirusa zawartego w samym plynie omocznio-
wo-owodniowym.

Dodanie do wirusa ostaniacza CG lub mle-
ka przedluzylo zachowanie zywotnosci szcze-
péw LaSota na tym poziomie przez co najmniej
458 dni, co odpowiadaloby okolo 15 dniom
skladowania w 37°C. Tak wiec przy uzyciu od-
powiedniego nosnika stwierdza sie wprost pro-
porcjonalny stosunek 1 :30 pomiedzy tempera-
turg skladowania w 37°C i w 4°C a zywotnos-
cig wirusa NDV. Jeszcze lepsze wyniki zanoto-
wano w przypadku badania wtasciwosci hema-
glutacyjnych wirusa. Miano HA szczepu wiru-
sowego nie obnizalo sie bowiem w sposéb istot-
ny, niezaleznie od rodzaju ostaniacza, nawet
przy przetrzymywaniu liofilizatéw w 37°C
przez okres 133 dni. Jezeli wymieniona kore-
lacja zachodzaca pomiedzy temperatura a zy-
wotnodcia wirusa jest adekwatna réwniez i dla
miana HA, wéwczas trwalo§é¢ preparatu diag-
nostvcznego Avipestignostu przechowywanego
w 4°C i liofilizowanego zwlaszeza w obecnosci
mleka odtluszczonego jako ostaniacza, wynosi
okolo 12 lat. Chrusciel i Jastrzebski (2) nie pro-
wadzili badan pod tym katem, niemniej jednak
zaobserwowali réwniez utrzymywanie sig¢ po-
czatkowego miana HA na stalym poziomie
przez caly okres trwania doswiadczenia tj.
2 lat.

Wnioski

1. Liofilizowany  preparat diagnostyczny
Avipestignost moze byé pr7echowywany w 4°C
przez kilka lat bez obawy spadku miana hema-
glutynacyjnego.

2. Spoéréd 3 badanych nodnikow najlepsze
wlasciwosei ochronne wykazuje mleko odtlusz-
czone; nieco gorsze wyniki uzyskuje sie po za-
stosowaniu nodnika glikokolowego Iub CG.

3 Zywotﬂosc szczepu LaSota wirusa ND u-
trzymuje sie w preparacie liofilizowanym w o-
becnosei badanych oslamaczy i skladowanym
w 4°C ponad 12 mlemecy na stalym i niezmie-
nionym wysokim poziomie.
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Jlackaxescrkas ., Bapmeesnu . — MecaenoBauns
50 NOJYyYeHHIO CTAGHIIBLHOIO AUATHOCTMUECEOT0 aHTHIe-
Ha ,,Avipestignost”.

IIpOBREEHHBIE MCCICNOBAHUA MMENIM IeJbI0 IOoJyHe-
une aururena Avipestignost B nmodunuzosannoMm suge
M OmpeNesienne CPOKOB €ro Ba>*KHOCTU. g MccileoBa-
HMI OBIT MCIIOJIB30BAH AMATHOCTUICCKUI aHTUTEH B BU-~
Ie srpyca ND, HaMHOKEHHBIN HA KYPUHMX 33apPOABIIIAX
M copepzKalMiicA B aJJaHTOMIHO-aMHMOTUYECKOH
RUGKOCTM ¢ NPMHABKOI TPeX PaABINYHLIX 00BOJIaKMBA-
IOIIMX cpencTs. B kagecTBe UX OBIIM TPUMEHEHBI: PacC-
TBOP TAMUMHA, 0023KMPEHHOE MOJIOKO M HOCHTENL. DTu
JOOUANIATEL NePRaNN B PA3HEIX TEMIIEPATYPaX U UC-
CTemOBANYM IS ONPEIeNeHMT CTENeHM IXU3HecrmocodH-
1I0CTM BUPYCHOTO (DOHAA U €T0 IPUIOTHOCTU JJIA Deak-
nuit HA. V3 moIyvYedusIX JAUHBIX BRITEKAET, WTO JMO-
dhunnzoBanvLIit mpenapat ,,Avipestignost” B mpucyrT-
CTBUM MCCHALSAYEMEIX COROIAKUBAIOIMUX COSICTE MOIKET
xpaHnThea B TeMn. 4°C ceepx 12 Mecsanes 6e3 crpuna-
TeIBHOTO EBIUMAHUS HA KUIHECIIOCOOHOCTH IIITaMMa
LaSota supvea ND v HeckoJsKo JieT 0e3 OmaceHmit oT-
HOCUTENLIIO TIOHMKEeHUT TeMarrIIoTUHAIIMOHHOT0 THUTPA.

Laskarzewska J., Wawrzkiewicz J. — Examinations
on the stable diagnostic antigen Avipestignost.

The examinations were performed to obtain a stab-
le diagnostic antigen in the form lyophilized. As an an-
tigen there was used NDV propagated in chicken em-
bryonated eggs contained in the chorio-amniotic li-
auid with the addition of three different carriers
(glycocoll, milk, CG-composition). Lyophilized virus
was stored at various temperatures and its titer and
usefulness haemagglutination test were determined.
The authors came to the conclusion that the viral
preparation Avipestignost stored at 4°C preserved the
high titer for over 12 months, and haemagglutination
capacity lasted for several years without any decre-
ase of its value.
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