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GRAŻYNA PAPROCKA

Oceno nomnczfinici wirusc pryszczycy w hodowli komórek

orlz środków inoktywu!qcych w ceIu uzyskonio

skuleczne! szczepionki przeciwp ryszczycowei
żaktaa sad'anja PrySZczycy 

#.ńi"?:*ffilrry"żłl"r*iirlr*El3we|erynarii 
w Pula\\raCh'

Stosowane w praktvce szi:zellionki przecilv-
plyszczycowe różnia się roCzaiem użytego
adiuwantu (4, 1B), metodą namnażatria wirusa
(I2, 13, 2I, 23), jak równiez sporso,bem jego
inaktywacji (16). Do niedawna powszrechnie
uzywano wirusa inaktywowanego f ormaliną
namnożonego w nabłonku ięzvków bydlęcych
(metoJa Fr,enk]a, 9). Oicecnle na,jszetsze za,
stosowanie :maią szczepionki zawieraiące wi-
]:us na,mnozony w hodowii komórek. W ostat-
nich latach w piśmiennictvrie pojawiło s,ię sze-
Ieg prac p,ośr,vię,conych zastosowaniu skutecz-
niejszvch od formalinv środków inaktywuj4-
cych, do których należą pochodne etylenoimi-
ny (1, 6, 14, 24).

produkcja szczep,ionki z w-irusa namnożo-
nego w hodowli kornórek umoż]iwia ograni-
cz,enie ilości białka balastowego i skuteczną
eliminację zakażeń ubocznych, ponadto zmniei-
sza niebeąpieczeństwo wydostania się wirusa
poza zakład produkuiącv szczepionkę oTaz
ogranicza wydatki i koszty techni,czne zwią-
zane z zakażeniem i uboiem zwierząt.

Celem podiętvch badań było §prawdzenie
nieszlkodliwości, aktywnośc,i i skuteczności
szczepionki sporządzonei z wirusa p]]vszczycv
namnożonego w hodowli komórek nerki cie-
Ięcei, inaktywowanegó acetvl,etylenoiminą
(AEI), w p,orównaniu do preparatu inaktyr,vo-
wancgo formaliną.

Materiał i metody
Hodowle komórkowe. w badaniach zastosowano

hodowle komórek nerki cielęcej w butlach obroto-
wyoh. Podłoże ,§tanowił płyn Hanksa z
do.datlki.em 0,5% u laktoalbumirry, 10% ina-
ktywowanej sur cej i 1,% Tryp,tic soy broth
oraz a,ntybiotyiki (100 j. pe,nic./mll, 100 mcg strepto-
'mycyny/rn1). Żawiesinę komórko,wą w ilości 50 mI,
zawierającą w 1 ml około 4XlOs komórek, ro,zlewa-
,no do 500 mt butelek cylindryczrrych, trżywanych do
-przechowywania podłoży do ho,dowli komórek. Wy-
korzystano aparat rotacyjny, wykonany ,przez Wy-
twórnię Surowic i Szczepionek w Wa,rszawie, um,iesz-
czony w cieplarce CWE-Z; pozwalał on na porusza-
nie od 1 do 8 butelek ż szybkością 4 oibrotów na
godzinę. Czas wzrostu hodowli wyno,sił 4_.5 dni.
Jako podłoża utrzymującego używano pły,nu Earle'a,
produkcji Wytwórni Surowic i Szczepionek w Lu-
bIinie,

Szczepy wirusowe. Badania przeprowadzanc ze
szczepa.mi typów O, A, C. Szczep typu O był pa-
sażowany 5-krotnie przez nabłonelk języka bydła, a
jego miano infekcyjne wynosiło. i08,0TOID5O/mI, szczep
typu A §ta]nowił 12 pasaż \,v języka bydła
i jego miano irrfekcyjlre r 0a,2TOIDnO/ml,
szcŻep typu C posiadał miano l0z,OTCIDlo/ml

i był pasażowarry 16-krotnie lv rrablotil<u języka by-
clla. Hodowle zakażano wirusem pryszczycy typu O,
A i C dawką 0,5-0,8 TCIDso ,na komórkę. Skład
po'pulac ji szczepów u jedndlico,no metodą klonalną;
wzorując się na pracy Mayra (11). Badarrie szczepy
zider-rtyfikowano za pomocą surorvic odpor,nościowycłr
meto,dą seroneutralizac ji i w odczynie wiązania. do-
Pełniac'za (oWD), 

akim-sa-
m , ne 0,059o

fo W OPąI-
ciu o metodę podaną przez ,Mowata (14). Inaktywa-
cja przebiegała w temp. 26oC. Przebieg inaktywacji
badano określając dynamikę unieczynniania wirusa

owania-, cie-
onki źa wi-
rnianie dla

typ,u O, 107,5TCIDso/m1 i C. Ponadto ry
sj<iad liażdej serii'szcż odziło okóło 357o

wodorotlenku glinu, 50/o 0,5% saponiny.
Zwier,zęta doświadcza ne, Nieszkodliwość i skutecz-

ność szczepionefl< badano, na bydle w wieku L-2 lat.
Przed przystąpieniem do badań pobierano próbki
krwi od bydła i okreśIano poziom przeciwciał zo-
bojętniających.

,Badanie niesztkodliwości przeprowadzono na bydle,
wsirzykując 1 dav/kę (to jest 5 mI) monowalentnej
badarrej szcżepionl<i w błorrę śluzową języka. Czwar-
tego drlia po szczepieniu dojęzykowym bydlo szcze-
piono podskórnie, wprowadzając do fałdu szy jnego
przedpiersiowego 15 ml szczepionki. P9 10 dniaoh ob-
serwac ji zwievzęta poddawano ubo jowi i badainiu
poubo jowemu. ,Nieszkodłiwość szczepionek badano
również w hodowli &<omórek nerł<i cielęcej metodą
podaną ptzez Dannacher i wsp, (2).

Po zakończonej ocenie w kierunku nieszkodliwości.
tladano właściwości immunogenne szczepionki, Da,"v:
ł<a uodporniająca' wy,nosiła 5 ml. Stopień nabytej
odporrrości badano po 21 dniach od szczepienia, Zlite,
rzęla szczepioną i kontrolne zakażano dawką 10 000
TDBso homologicznego wirusa; inoculu,rn wstrzyikiwa-
,no rv błonę Śluzową języka.

Badania serologiczne. Odczyn zoboję'tniania wyko-
lnywano wg techniki opisanej przez Mayra (11). Mia-
ni surowiC obliczano jako 50% dawkę zobojętniającą
wg wzoru Reeda i Muencha (l7).

Wyniki d omówienie
'Wyniki badań cyklu replikacvjnego wiirusa

plyszczYcY w ho,dowli kornórek nerki cielęcej
przedstaw,ione na ryc. 1 wykazały, że badane
Śzcrepv wirusa typu A i O o,siągały zawśze
naiwyższe wartości miana TCID'. po 18 - 24
godzinac}r namnażania w temperaturze 37oC.
Najwyższe miano dla typu C stwierdzono po
18 godzinach inkubacjń, natomi,ast po 24 go-
dzinach następował §padek stężenia cząstek
wirusa. Wyniki te są zbliżone do uzyskanych
przez Ubertiniego i wsp. (22), Sell,ers (19) i
Graves (B) ołrreślili czas zb,ioru wir,,usa na 18-
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Ryc._ l_. Dynamika nam,nażania wirusa p-ryszczycyw trodowli kornórek nerlki c,idlęcej w^ iparició
rotacyjrnyrn

|4 |ó /a Zo 22 2ę 26 za 30
c.ąś * ?od.iaącA Pó żątdiaaił czdr F 90d.irą.h

Ry.c. 3. Dynamika inaktywacji wirusa pryszczycy
typu O 0,05% forma.liną (temperatura 26bC) - -

8ł
§

Ryc. 4. Poziom przeciwciał SN
uodpornionego szczą>ionką typu

acetyletylenoirn,iną

Tab, 1, ,Pozionr przeciwciał ,u
szczepiorrką przecinailko pTyszcu}łcy
rulsa narnnożonego w rotacJłjłrrej' lnerk,i cie,lęcej

w surowicy bydła
O inaktywowaną

(AEI)

krów s,zczepiotryeh
sporządzorrą z wi-
hodowl,i ko,mórek

IRodzaj
szczepiornki

Typ o

Numery
e,wi,dency,jne

rw/ienząt

1,2L2
il010
l1B04
i1368

Wyn,ilki badania
se,rolo6icrrrogo
(ilo8losN&).

4ll0
J.;B5
12110

11,E0

{g:1,99
objaśni€nle: . yeh pruqal §zezepi€niernprzeciwcial nle < 0,35).

uodporniaiące Ezcza-
A, średnia geo miana

Iowic ,ń/ynorsiła łabsze
własciwości uodporn]ia jące posiadała szczepion-
ka typu C; ,po jej zasto§owaniu wykazano

arąs ź 9od.iażch

cżds lb uodPo.Daenću ł micsiqcach
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przeciwciała SN o mianach, których średnia
geo,metryczna wynosiła 1,59.

Jak wrrnika z tyc. 4 po zalstosowaniu szcze-

wir,us,owi
3, 4, 5.,mi
I,99:. 2,02;

za!y, że pn 
ka i w§P'

u bydła
przlciwcd,ałą llajwyż-
szy poziorn opadają
w ciągu 3-4 miesięcv. ,

tabóta 2 ,przed,stawia wyniiki dŃwiadczeń
dotyczących porównania właściwości immuno-
geńych- szczepiorr,ek typu O inaktyłvowanych
iormal,iną 1ub acetyletyl,enoiminą (AEI). Uzys-

wszystkim zmn,iejszać T yzyko infekcyjności
i rołule nadziej,e na otrzvmanie szczepionki

16).

W tab. 3 przed,stawiono wyniki badań właś-
ciwości,uoldporniających szczepionek t5lpu o

go zakażenia, śr,ednia geometryczna mian wy-

Talb. l2. Porównanie właściwośei immunogennyoh
szczepio,nek inak,tywowainych formaliną lub acetyle-

tyleno,iminą (AEI)

H,o,dza j
szczepiorrki

Dawka
szcze-
pionki

Numery
ewiden-

cyJne
zwierząt

Wyniki ba-
d.ania sero-
łogicznego

(lo8rdSNso) *

Szozepionlka
typu O in-
alktywo-
warna for-
rnali,ną

Szczepionka
typu O in-
alkltywo-
rwana AEI

2,1,0
1,95
2,La
2,10

xg:2,06
1,Bt
1,95
1,65
1,95

x8: 1,85

Il4

1218
1 195
ż824
2829

2802
4303
4438
43B3

I,1L
1,71
2,|o
2,L0

x8 - 1,90
7,1I
1,95
1,65
1,? 1

x8: 1,?6

00000
00000
00000
00000

00000
00000
00000
00000

00000
00000
00000
00000

00000
00000
00000
00000

+++++
+++++Kontrola 

l

443L
4439
493

1260

3362
3363
2822
2167

84
8?

Ll4

|o,bjŃni€nia: +

przeciwaiał nie
wych i u,o€ó]nlio
pieĘW]suy znak
śItłzowej języka, nrar§tępne ozn
noboilve na kończynąch.

Tab, 3, iWyniki badania właści,wości u,odporniający,ch
szczepionelk i,nakty,wowanych a,ce,tyletylenoilrniną (AEI)
Iub formaliną po 12 miesiącach przechowywania w

rterrlpe;ralurze 4oC

lRodzaj
,szcząlionki

Szcze.pionka ty-
pu O inakty-
wowana AEI

Szczepionka ty-
pu O inakty-
rwowana for-
lmaliną

kontirola

< 0,&5

< 0,35

1,50
1,64
1,?0
1,70

*g:,1;63

1,34
0,75
1,,20
0,60

Xg:0,97

< 0,35
< 0,35
< 0,35

Wyniki
zalkaźenia
doświad-
Ez4I

,000,00

0o000
,000,00

00000

100,00O

+++++
0000o

+++t+

+++++
+++++
+++++

B

B
a

7ó,838
7g1,1
42I0
9345

4937
933?
1566

9918
78,78
11780

rB 1789

olbjaśnlenia: *
plzeciwcial nie
B/yeh i uorgólnio
pierwszy znak
śluzowej języka, n€s,tępne ozn
no]bowe na kończynaoh.

Wynikt
zakaże-
nia doś-
wiadczal-

nego

idencyj,6ę
,Wyrniki ba-
,dania lsero-
łogicz,nego

6B1
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n,osiła 1,60. Natomiast po zastosowaniu szcze-
pionkii inaktywowanei formaliną u 2 sztuk by-
dła wy§tąpiły objawy chorobcwe, a mian,o
przeciwciał zoboiętniającvch wynosiło poniżei
1,0 ]og. Poz,ostałe zwierzęta, u którvch nie
stwierdzono obiawów chorobowych, posiadały
po,ziom przeciwciał SN znacznie niższy anizeli
uzyskany po uod.pornieniu zwierząt sr,czepion-
ką inaktywowaną , AEI. Wvniki te wskazuią
zatem na większą przvcl,atność acetylety]enoi-
miny iako środka inaktvwuiącego, zapewnia-
jącego lepsze właściwoś,ci uo,dporniaiące szcze-
pionki w czasie 1 rocznego ,przechowywania.

Wnioski

1. Szczepv A, O, C wirusa plyszczycy na-
mnożone w rotacyinej hodowli komórek nerki
cielęcei osiągaią naiwyższe war.tości mian,a
TCID5. p^o lB godzinach inkubacji w tempera-
turze 37'C.

2. Acetyletylenoimina (AEI) w koncentracji
0,050/o w temp,eraturze 26"C inaktywuie wirus
plyszczy,cy w ciągu 30, 31, 33 godzin odpo-
wiednio dla typu A, C, O; natomiast zasto-
sowanie formaliny wymaga prz,edłuzenia cza-
su inaktywacji do 48 godzin.

3. Namnożone \M rotacyin,ei hodow]i komó-
rek nerki cielęcej szczepy wirusa pTyszczycy
posiadaią dobre właściwości immunogenne,

4. Okres trwania odporności po zastosowa-
niu szczepionki przygotowanej z wilusem na-
mnożonym w rotacyjnel hodow]i komórek ner-
ki cielęcej wvnosi co'haimniej 5 miesięc-,r.

5. Ocena szczepionek inaktywon,anych for-
rnaliną lub acetvletvlencliminą (AtrI),,vykcna-
na po 21 dniach' od szczepienia śr,.,,,iadczy o
bfaku znamiennych różnic między ich właści-
wościami uodpornia.jącymi.

6, Zastos,owallie szczepionek inaktywowa-
nych formaliną lub acetvletylenoirntną (AtrI)
po 12 mii,esiącach przechowywania w t,empe-
raturrf 4oC świadczy ,o wyższei wartościi im-
munogennej szcz,ąrionek inaktywowanych ace-
tvletylenoiminą.
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BaKI{rl H, ,IHaKT]4Br{poBaHIIbIx łu AEI,fipoeeAeHnafi nocłe 12 uecaq B TeM[.
4oC, noxasała Bblc[Iyro ].{MI,ly cTb BaK-

AEl. y ilMMy-
roż, xr co ,6, u ueueueHzż l.e gKc-

nep]4Mel{TaJlbrroż urrQer<quw. IIo tlpuv'euel:lrlĄ x(e BaK-
QopmałrHont, y 2 IofloB cKo-

HEle ,!3MeHertza (rlrrps npo-
JIbIlbIe >Kr{BoTHLIe, y,-KoTopr,Ix
Ix .],{3MeFIeIlrlń, o6na4anw łar.x(e u1.13KrlM ypoBIIeM npoTr{BoTeJI SN (1,2; 1,34).

Papror:ka G, - As virus propa-
ga{ion in cell cultur vating prepa-
raticns in order to n vacclne

l,cvca]ed 1ow sc1.olicutralizing antibody titr.cs (_1.2 alrcl
1.34).


