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W.wyniku masowych szczepień prorł,adzo-
nyclr od wielu lat w naszym kra"ju, rzekotrry
pomór drobiu przestał być problemem w ho-
dowli drobiu. Zapotrzebo,,ł,anie na szczepionkę,
pomimo niskiej ceny, stale maleie. Nalezy za-
tem liczyc się z pewnym niebezpieczeństrł,em
ponownego wystąpienia przypadków chorobo-
wych w wyniku zr\acznego ograniczenia ]ub za-
przestania szczepień profilaktyczn_rrch. Zakład
produkcyjny musi być więc prz;rgotow-any, Jcy
w każdej chwili przekazać dc dyspozycji służby
rveterynaryjnej zarówno szczepionkę, jak i an-
tygen diagnostyczny. Dlatego też coraz częściej
produkowane są preparaty w postaci liofilizo-
wanej, co zapewnia im znacznie dłuzszą trr,va-
łość i urnożliwia przechowywanie przez szereg
miesięcy, a nawet 1at"

Okres ważności preparatów zależy od wielu
czyirników, między innynri oel koncentracji
rvyjściowej zarazka, warunków 1iofilizacji, wi1-
$otności resztkowei, warunków przechorvyrva-
nia liofilizatów oraz stosowanego osłaniacza.
Jest rzeczą znal:.ą1 ze osłaniacz odpclviec'lni
dla jedn_vch rvirusów wykazuje często małą
przydatność dla innych. Do naipopularniej-
szych osłaniaczy, zwanych też nośnikami, zali:
cza się surowicę zvlierzęcą, odtłuszczone mleko,
roztwory zelatyny, peptcnu, glukozy, sacharo-
zy, a ostatnio i dekstranu. Na trvzałość prepa-
ratórv mają wpłlrrł, takze takie cz,vnni}ii, ia_k:
pH osłaniacza, je€,o ciśnienie osrnotyczne i o-
becność rożnyah jonów (6).

Celem niniejszej pl,acy było uzyskanie ant.rr-
€{entr diagncstycznego z.,Ą/anego Avipestigno-
stem w postaci zlokalizorvanej i określenie jego
terminu rvazności,

Wykonanie 1icfllizac ji, Zebrane płyny omocznic-
rvo-owodniowe, zawierające wirus, pc zmieszaniu
z poszczególnymi osłaniacza.mi poddano liofilizacji w
aparacie firrny Usifrcid. Preparaty za żanc ptzez
nawiew powietrza w temperaturze -50oC do

- 55oC. Początkovla temperatura podczas pierwsz-^j
fazy Jiofilizacji (rvysuszania wstąpne€c) r,,;ynosiła

- 30oC Po procesie sulllimac ji rł, drugiei fazie (do-
suszania) przepro,!vadzane j w tych sam],ch apaTa-
tach temperatura wyncsiła *20oC do *24oC. Zata-
pianie rł,ykonywano lv a.tmosferze azotu. Ciśnienie
końcc,łe w aparacie 1iofilizacyjnym wynosiło 0,03
Fa, na,tomiast wilgoiność resztkowa wynosiła
1-1.5%. Miano ID5o antygenu rliagncstycznego okreś-
1ano bezpośrednio po licfilizacji, a następnie w
różnych przeCziałach czasowych w zależności. or]
temperatury przechcv;ywania ]iofilizatu. V/ tym
celtr poszczególnymi. rozcieńczeniami wirusa zaka-
żano po 5 zarodkóvl, które po 3 dniach inlrubacji
niezależnie od ży,wotności schładzano w- tetrrp, 4oC.
l{astępnie pobieranc płyn omoczniol,,lo-olvodnior,vy,
badanc w kierunktr rł,łasirości hernagltrtynacyjnyclt
i obliczano ID50 wg metody Reeda i Muencha (?).
},{iano hemagiutynacyjne (FIA) poszcze gólnych pre-
paratów ckreś1ano przy użycirr płynu fiz jologiczne-
go NaCl oraz 0,71ah za,"viesiny czeiwcnych krvrinek
irurzych. pobrar-rych co najinniej ocl 3-4 kur.

wvniki i omóv,zienie

Do badań ttzyto arrtygen diagnostyczny w
postaci wirusa ND, namnozonego nłi zarodkach
ktłrzych i zawariego \Al płynie omoczniowo-
*orłrodniowym z clodatkiem 3 różnych osłania-
cz:z. Liofilizaty te przetrzymywano w różleych
temperaturach i badano w celu określenia stop-
nia zyq76fności puli wirusorvej i jei przydatnoś-
ci cio oclczynów HA" Wvniki lrad_ania miana
IDu6 oraz HA w zależności od temperatury
i ol<restl, przeclrowywania ilustrują ryc, 1-B.

Materiał i metody

Do badań użyto niezjadiiwego szczepu LaSota wl-

procesowi liofilizacji.
Jako osłaniacze (nośniki) do 1iofilizacji zastosowa-

no:
a) 20ló toztwór glicyny -- glikokolu (4),

b) mleko odtłuszczone,
c) nośnik CG stosowany jako osłaniacz do ljoti-

lizacj1 wiru,sa nosówki o następującym skłaCzie: sii-
charoza - 74,ę,2 g, KH2PO4 -- 0,5l g, KrTiPOl --
-- 1,25 g, gltttaminian potasu - 3,0 nrl, neolnycy-
na 125 mg, Aqua bidest, ad 1000,0 ml"

o5ćanią.zem c6
z rezćxo.e-'

i!.Df! 1afuń,Or! rt!Z ofrrcznloĘo-

\--

-ń-i;-:ł-ń -a' §'T;;-ń_'/TlT6 dł
l.:.r'ś 5łla4cłsĄQ

Ryc. 1. Krzyw-a miana IDuo anlygerru LaSota prze-
trzyrnyrvanego u, temp. 37oC
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Przeprowadzone badania wykazały, że:

- wirus NDV poddany liofilizacji bez osłania-
cza, jak i pod osł ólv,
i przetrzymywany si?-
ce, uległ w silnym ego
miano spadło bowiem aż o około 5 1og,

- ten sam wirus zliofilizowany i przetrzymy-
wany w temperaturze pokojowej (19"C)
inaktywował się w małym stopniu w ciągu
3 miesięcy we wszystkich badanych prób-
kach niezaleznie od użytego osłaniacza jak
równiez bez nośnika; znaczniejszy spadek
zywotności zaobserwowano dopiero po 266
dniach, kiedy to miano wirusa obniżyło się
o 2-3 1og,

- w temperaturze +4oC wirus NDV zacho-
wywał swą żywotność na tym samym po-
ziomie przez 458-490 dni tylko w obecnoś-
ści osłaniacza cG oraz mleka odtłuszczone-
go; dodatek glikokolu nie wpływał na sto-
pień zachowania żywotności badanego wi-
ruse,

- przechowywanie wirusa NDV w - 1BoC
przez 45B dni nie powodowało spadku jego
zywotności w obecności nośnika CG oraz
osłaniacza glikokolołvego; nieznaczny spa-
dek zywotności zanotowano tylko w próbce
bez osłaniacza (kontrola).

Miana HA wirusa utrzymywały się prawie
na tym samym poziomie w granicach 640-
-1280 przez cały okres trwania badań nieza-
]eznie od obecności osłaniacza i temperatury
składowania,

Dyskusja
Badania nad aktywnością liofilizowanego

preparatu NDV opartego na szczepie LaSota
w obecności mleka kwaśnego oraz mleka od-
tłuszczonego sproszkowanego przeprowadzili
w Polsce Chruściel i Jastrzębski (2). Autorzy

cza5 5źćada^anią

Ryc. 2, Krzywa miana HA antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp. 37oC

Ryc. 3. Klzywa n]iana IDrg anl,ygenu^ LaSota prze-
trzytnywancgo w temp. 37"C
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Ryc. 4. Krzywa miana HA antygenu LaSota prze-
trzymywanego w telnp. 19oC

Ryc. 5. Krzywa miana ID56 antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp, 4oC
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Ryc, 6, Krzywa nriana HA antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp. 4oC
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Ryc, 7. Krzywa nriana IDug antygenu LaSota prze-
trzymywanego w temp. -1BoC

Ryc. B. Kl:zywa miarra HA
trzymywanego w
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ci podali zatówno sposób produkcji szczepionki,
jak i warunki liofilizacji i wykazali, że w obec-
ności tych nośników miano IDr6 spadło zaled-
wie o około 1,5 1og, po 6-9 miesięcznym pTze-
chowywaniu w 4oC, zaś miano HA utrzymy-
wało się w tym czasie na stałym, łvysokim po-
ziomie. Nieco gorsze wyniki otrzymała Borzem-
ska i wsp. (1), którzy oceniali wyniki liofilizacji
szczepionki NDV (szczep F-107 Asplin) bez
osłaniaczy, Przechowując tę szezepionkę w
temperaturze - 10oC nie strvierdzili spadku
miana wirusa, natomiast nieznacznie obnizyło
się miano HA. Temperatura pokojowa okazała
się niekorzystna do składowania szczepionki,
która traciła swą ważność po 5 miesiącach.

Wyniki badań własnych dotyczące utrzylny-
wania się miana IDuo wirusa są najbardziej zbli-
żone do danych przedstawionych przez Chruś-
ciela i Jastrzębskiego (2). Jest to prawdopodob-
nie wynikiem zastosowania bardzo zbltżonycŁ},
parametrów liofilizacji i tego samego śzczepu.
wirusa. Przetrzymvwanie liofilizatów w 3?oC
miało na celu wykazanie stopnia inaktywac,ii
wirusa w warunkach zdecydowanie niekorzyst-
nych. Na ogół przyjmuje się, że jeden dzień
przetrzymywania wirusa w 37oC odpowiada
około 1 miesiącowi składowania w 4oC.

Porównując wyniki badań własnych zaobser-
wo,wano spadek żywotności wirusa NDV prze-
trzymywanego w 37"C już po około 2 tygod-
niach niezalenrie od użytego osłaniacza, nato-
miast w 4oC miano wirusa obnizyło się dopiero
po 722-750 dniach i to tylko w odniesieniu. do
wirusa zawartego w samyln płynie ołnocznio-
wo-owodnio\Mym,

Dodanie do wirusa osłaniacza cG lrń mle-
ka przedłużyło zachowanie żywotności szcze-
pów LaSota na tym poziomie przez co najmniej
45B dni, co odpowiadałoby około 15 dniom
składowania w 37oC. Tak więc przy użyciu od-
powiedniego nośnika stwierdza się wprost pro-
porcjonalny stosunek 1 : 30 pomiędzy tempera-
turą składowania w 37oC i w 4oC a żvwotnoś-
cią wirusa NDV, Jeszcze lepsze wyniki zanoto-
wano w przypadku badania właściwości hema-
glutacyjnvch wirusa. Miano HA szczepu wiru-
sowego nie obnizało się bowiem w sposób istot-
ny, niezależnie od rodzaju osłaniacza, nawet
przy ptzetrzymywaniu liofilizatów w 3?"C
przez okres 133 dni. Jezeli wymieniona kore-
lacja zachodząca pomiędzy temperaturą a ży-
wotnością wirusa jest adekwatna również i dla
miana HA, wówczas trwałość preparatu diag-
nostvczne8o Avipestignostu przechowywanego
w 4oc i 1iofilizowanego zwłaśzcza w obecności
mleka odtłuszczonego iako osłaniacza, wynpsi
około 12 lat. Chruściel i Jastrzębski (2) nie pro-
wadzili badań pod tym kątem, niemniej jednak
zaobserwowali również utrzymywanie się po-
czątkowego miana HA na stałym poziomie
przez caly okres trrvania doświadczenia tj.
2 lat.

Wnioski

1. Liofilizowan),/ prepa"ra_t diagnostyczny
stignost może lryć przechowyvłany ,uv 4oC
kilka 1at bez obałłzy spadku miana hema-

glut;lnacyjnego.
2. Spośród 3 badanych nośnikółv nailepsze

właściwości ochronne wykazuje mleko ocltłusz-
czone; nieco gorsze wyniki uzyskuje się po za-
stosowaniu nośnika glikokolowego lub CG.

3. Żywotaość szczepu LaSoti wirusa ND u-
trzymuje się w preparacie liofil
becności badanych oslaniaczy
w 4"C ponad 12 miesięcy na st
nionym wysokim poziomie,
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lrlcclreAoBalllffr
no IIoJIyqeHuIro cra6ltnrrroTo ArlarFlocTlłrlecxoro aHTIłre-
rra,,,A,vipestignost".

Il,pone4eHrłr,Ie ],Icc JleAoBa Hllfr vMeJIvI IIeJIEIo nonyqg-
Iltr e alłTr{re,Ha A,lipestignost n lrłoQlrJIŁ3oBaIlHoM BI{Ae
l,1 onpeAeJlenr(e cpoKoB elo tsa}KHocTm. !,na lecJleAoBa-
nvfi 6rln J.rcIIoJII]3oBaH nZaTHocTtI4qeet<wfl anlłmle:r- g gw-
Ae B}fpyca ND, Haurrox<etłrłrrż Ha Kyp]łHblrx 3apolbllxax
T4 co/]ep}Kalsluńca B aJIJIaHTorII]lo-aN[H]4oTrlqecxolż
)Kr{JtrKocTIr c npr5aeroż Tpex pa3JlTłqnsrx o6eołaxnna-
Iorqrlx cpeAcrłe. B Ka.rec,ree fix 6srilr{ [p]lnłeHeHbl: pac-
TBop InT4umHa, ofiesxlzpe;HHoe MoJIoKo r rrocrttenl. 3tlł
lrtoĄlznlł:arlT Iep>KaJI]4 B pa3Hb]x TeMnepaTypax u wc--
cJIeAoBa"TIII IJIlł onpeAe,TIeFTr{E cTeIIenz x<figrłecnoco5-
IIocT]4 Br{pycHoro rJrcHna ,1 eTo np],llogHoeTu nJIfi aK-
lńt H.A, }łI: no;rr3r.łerIutrx AaHHsIx BBTTeKaeT, qT, vlo-
ółtilltgoea!]LIr,rż npenaoar,,Avipestignost" 's nio]łcyT-
eTBIAu uccJIeAyeIlBIx odeofl axzgarclurfx cpeleTB Mo>KeT
xpĄHl{Tr'Cfi B TeIł[. 4oC cnepx 12 l,reca,qen 6es crprrla-
Te,TIrFoIo E]Il,7flHufl Ha N<rł3łrecnoco6noers uITaMMa
LaScta tsŁpyca ND u rreexolbKo JIeT 6eg orracegrłft or-
IIOC]4Te-]'ItrTIO IIOHr{)KeIil4f! reMalr JTIOTrrIaLII{OHHOIO T,rtTPa.

Łaskalzer.vska J.. Wa,wrzki,evricz J, - Examinations
on the stable tliagrrostic antigen Avipestignost.

The examinations rvere performed to obtain a stab-
le cliagnostic antigen in the form lyophilizecl. As an an-
tige,n there was used NDV propaga,te,d in clrick,en em-
bryonated eggs ,contained in the chorio-a,rnniotic li-
nuid rłlith the aclcl.ition of three differęnt carriers
(qlycoco1l, milk, CG-composition). Lyoohilized virus
v.las stcred at variou.s temperatures and its tite,r and
ttsefulness haemagglutination test we::e cletermined.
The author,s came to the conclusion that the viral
nrenaration Avipesti,gnost stored at 4oC preserved the
high titer for or,ęr 12 months, and hae;magglutination
capacity lasted for several years rvithout any decre-
ase of its value.
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