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1. Wstep

ryszczyca jest ostra, zakazng chorobg zwierzat parzystokopytnych, gtow-
Pnie bydia i swin. Straty ekonomiczne spowodowane chorbg zmuszajg do
poszukiwania efektywnych sposobdéw jej zwalczania. Istotng role w zapobie-
ganiu i 2:walczaniu pryszczycy odgrywajg szczepienia ochronne.

Wirus pryszczycy wystepuje w 7 typach serologicznych A, O, C, SATI,
SAT2, SAT3 i Asia 1. W ich obrebie stwierdzono liczne podtypy, ktérych
dotychczas wyodrebniono 65 (1). Prawo ostatecznego serotypowania posiada
Swiatowy Os$rodek Referencyjny (World Reference Laboratory Institute for Ani-
mal Health) w Pirbright. Z 7 serotypéw wimsa pryszczycy 6 wystepuje w Afry-
ce (A, O, C, SATI, SAT2 i SAT3), 4 w Azji (A, O, C i Asia 1) oraz po 3
w Ameryce Potudniowej i Europie (A, O, C) (2).

2. Uodpornienie

Loeffler i wsp. (3) zaobserwowali, ze po naturalnym lub eksperymentalnym
zakazeniu wirusem pryszczycy zwierzeta uzyskuja odpornos¢. Efektem badan
tych autoréw bylo otrzymanie preparatu ~Seraphtin” przeznaczonego do im-
munizacji zwierzagt, zawierajgcego limfe zakazonych zwierzat i surowice od-
poruosciowg. W praktyce ta metoda okazala sie jednak maito skuteczna. Do
zwalczainia pryszczycy byta natomiast uzywana z dobrym efektem wysokowar-
tosciowa surowica poliwalentna. W latach trzydziestych produkowano na wy-
spie Riems okoto 150 000 ! tej surowicy (4). Seroprofilaktyka miala jeszcze
duze znaczenie w okresie epizootii w latach 1937 i 1938. Nastepnie zostala
zastgpiona przez uodpornianie czynne.

Na XIllIl posiedzeniu Miedzynarodowego Urzedu Epizootycznego (OIE) w Pa-
ryzu w 1939 r. zalecono do stosowania adsorbowang, formalizowang szcze-
pionke wg Vallee — Schmidta — Waldmanna. Stala sie ona protot)*em dal-
szych szczepionek przeciwko pryszczycy. Prace Waldmanna i Kobe (5) oraz
Schmidta i Hansena (6) wykazaly adsorpcje wirusa pryszczycy na wodorot-
lenku glinu i jego dziatanie adiuwancyjne, a nastepnie Vallee i wsp. (7) za-
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stosowali formaline do inaktywaciji wirusa. Niekor2*stna cechg tej klasycznej
szczepionki byla koniecznos¢ stosowania jej w duzych dawkach (60 ml), po-
niewaz w czasie sgczenia w celu usuniecia zanieczyszczen, tracono ponad
50% wirusa. Istotnym postepem byto wprowadzenie przez Fyia (8) oczyszcza-
nia zawiesiny wirusa chloroformem. Wirus pryszczycy jest oporny na chloro-
form, ktory zabija bakterie, grzyby, mykoplazmy i wirusy chloroformowreizliwe.
Wyeliminowanie saczenia pozwolito zredukowaé¢ dawke szczepionki do 5 ml.

Stosowane obecnie szczepionki réznig sie giéwnie metoda narrmazania
i otr-zym)AVEtnia wimsa, rodzajem inaktywatorow i adiuwantéw oraz liczbg
serotypéw. Fundacja Wellcome w swoich filiach w Europie Zachodniej, Ame-
ryce Potudniowej, Afryce i Azji posiada 45 réznych szczepow wirusa przezna-
czonych do celéw produkcyjnych (9). W Europie nanmazane sa szczepy sub-
typow OI, A5 CIl, w Ameryce Poludniowej Oi, A24, C3, a w Afryce przede
wszystkim szczepy typoéw SATI, SAT2 i typy europejskie. W Azji, oprécz typow
europejskich, do produkcji szczepionki wykor*zystywano szczepy A22. Asia 1.

Podejmowano réwniez préby uzyskania szczepionek atenuowanych, a na-
wet ich stosowania (ZSRR i NRD). Ustepowaly one jednak pod wzgledem
wiasciwosci immunogermych szczepionkom inaktywowanym. Ponadto stwa-
rzaly powazne zagrozenie epizootyczne, spowodowane mozliwoscig rewersji
zjadliwosci (10,11).

Dalszy postep w dziedzinie szczepionek przeciwko pryszczycy rokuja ba-
dania nad otrzymaniem immunogennego biatka wirusowego metodg syntezy
chemicznej lub mikrobiologiczne;.

3. Namnazanie wirusa

Antygen do produkcji szczepionki pozyskiwano poczatkowo z pecherzy je-
zykow oraz limfy zakazonego bydta. Byta to metoda droga i powodowata utrzy-
mywanie stalego ogniska pryszczycy.

Znacznym postepem technologicznym bylo opracowanie przez Frenkla
w 1947 r. metody namnazania wirusa pryszczycy w zawiesinie nabtonkéw
z jezykéw bydlecych, pobranych po uboju od zdrowego bydia. Ta metoda
znalazia szerokie zastosowanie we Francji, Zwigzku Radzieckim, Wioszech,
Ameryce Potudniowej, Polsce (12,13,14).

Badania Bachracha (15) i Sellersa (16) umozliwity produkcje szczepionki
Z wimsa namnozonego w pierwotnych hodowlach komaérek nerek. Opracowa-
no stacjonarne (w naczyniach szklanych o réznej objetosci), a nastepnie ,ro-
tacyjne” metody hodowli komérek nerek bydta, cielat, swin, owiec, kéz (17).
Zmniejszone zostato niebezpieczenstwo wydostania sie wimsa poza laborato-
rium. Niedogodnos$cig tych metod bylo stale zapotrzebowanie na swiezy ma-
teriat tkankowy do kazdego procesu technologicznego.

Uzyskanie przez Mc Phersona (18) ciggtej linii komérek BHK-21 z nerki
chomika, a nastepnie wykazanie namnazania sie wimsa pryszczycy w jedno-
warstwowej hodowli tych komoérek, bylo istotnym przetomem w produkciji
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antygenu. Zaistniala mozliwos¢ otrzymania duzej ilosci wirusa w warunkach
laboratoryjnych i uniezaleznienia si¢ od dzialalnosci rzezni. W 1962 r. Ca-
pstick i wsp. (19) wykazali, ze wirus pryszczycy namnaza sie rowniez w za-
wiesinie komoérek BHK-21. Od tego czasu produkcja szczepionki w skedi prze-
mystowej odbywa sie gtéwnie ta metoda. W pisSmiennictwie polskim wykorzy-
stanie hodowli komdérek do namnazania wirusa pryszczycy opisali Paprocka
i Kesy (20). Obecnie doskonalenie metod produkcji obejmuje: wzrost wydaj-
nosci antygenu przez poszukiwanie odpowiednich linii i sublinii komoérek BHK
oraz wirusowych szczepdéw produkcyjnych, optymalizacje podtozy do hodowli
komadrek, obnizenie kosztéw.

4. Oczyszczanie i koncentracja wirusa

Namnozong w hodowli komérek zawiesine wimsowag oczyszcza sie chloro-
formem wg metody Pylg (21), dzieki czemu uzyskuje sie produkt wolny od
zakazenh oraz zostaje usunieta wiekszo$¢ komoérkowych alergendéw uczulaja-
cych. Poddang inaktywaciji zawiesine zageszcza sie 3 - 7-krotnie metodg ad-
sorpcji na wodorotlenku glinu lub metoda ultrafiltracji przez filtry membra-
nowe badz sSwiecowe (22), metodg strgcania polietylenoglikolem (23) lub tlen-
kami polietylenu (24), co umozliwia 500 - 1000-krotng koncentracje antygenu.

Rezerwy inaktywowanego antygenu, w tym réwniez typow egzotycznych,
moga by¢ przechowbrwane w niskiej temperaturze (- 196°C) przez okres kilku
lat i w razie potrzeby uzyte do produkcji odpowiedniej szczepionki.

5. Inaktywatory i adiuwanty

Asymptotyczny przebieg procesu inaktywacji przy uzyciu formaliny, jak
rowniez doniesienia o przypadkach niecatkowitej inaktywacji wirusa prysz-
czycy spowodowaty poszukiwanie innych srodkéw inaktywujgcych. Doskonal-
szymi inaktywatorami okazaly sie glicydaldehyd (GDA) (25) oraz pochodne
azyrydyny, szczegOlnie acetyletylenoimina (AEl) (26, 27) i etyletylenoimina
(EEl) (28). Bahnemann (29) zaproponowal mniej toksyczne Srodki: 2-bromo-
etylamine i 2-chloroetylamine.

Powszechnie zaakceptowanymi adiuwantami do produkcji szczepionek dla
bydta sg wodorotlenek glinu i saponina. Szczepionki z tymi adiuwantami nie
posiadaly jednak dostatecznych wilasciwosci immunogennych dla sSwin.
W 1967 r. Mc Kercher i Fairis (30) otrzymali szczepionke przeciwko prysz-
czycy dla swin zawierajgcg niekompletny adiuwant Freunda. Od tego czasu
do produkcji tego typu szczepionek uzywane sg praktycznie wylgcznie adiu-
wanty olejowe (31). Okazaly sie one wysoko skuteczne réwniez dla bydia (32).

Wittmann (33) stwierdzit szybka reakcje odpornosciowg u $swin po szcze-
pionce zawierajgcej jako adiuwant modytrkowany dekstrein (DEAE-D). Jednak
dos¢ silne reakcje poszczepienne ograniczyly mozliwosci jego wykorzystania.

2 (21) '93



100 G. Paprocka, A. Kesy

Stosowane obecnie szczepionki, zawierajgce wirus inakt3rwowany namno-
zony przede wszystkim w hodowli komérek BHK w zawiesinie (34) lub w na-
btonku jezykdéw bydlecych (35), adiuwant glinowo-saponinowy lub olejowy
wymagajg odpowiednich warunkéw produkcji i przechowsrwania. Ich produ-
kcja odbywa sie w specjalnie zabezpieczonych pomieszczeniach. Zagadnienie
dotyczace bezpieczenstwa produkcji szeroko opisat Gorski (36).

Pomimo stosowania w szczepionkach inaktywowanego wirusa pryszczycy
istnieje ryzyko niepelnej jego inaktywacji. Wymienionych niedogodnosci po-
zbawione sg szczepionki posiadajgce antygen otrzymany metodg syntezy che-
micznej lub mikrobiologicznej. Wydaje sie, ze tylko takie szczepionki moga
by¢ akceptowane w krajach wolnych od pryszczycy dla przygotowania cen-
tralnej rezerwy epizootiologicznej, szczepieh w pasach nadgranicznych lub
zwierzat eksportowanych w rejony wystepowania pryszczycy.

6. Szczepionki nowej generacji

Kapsyd wirusa pryszczycy zawiera 4 stmkturalne polipeptydy VP1, VP2,
VP3, VP4. Stwierdzono, ze giéwnym biatkiem immunogennym jest VP1 (37).
Wykazano wrazliwos¢ biatka VP1 na dziatanie trypsyny. Pod jej wpfywem
istotnie zmniejszata sie wirulentnos¢, a w zaleznosci od szczepu, réwniez
aktywnos¢ immunogenna wimsa (37). Ponadto, podczas dziatania trypsyna
obnizata sie szybkos¢ adsorpcji wimsa do komoérek (38). Duchesne i wsp.
(39) wykazali, ze przeciwciata neutralizujgce wims pryszczycy reagowaly wy-
facznie z biatkiem VP1l. Immunogenne wilasciwosci biatka VP1 potwierdzat
fakt, ze potlipeptyd ten, syntetyzowany w E. coU, indukowat wytwarzanie prze-
ciwcial neutralizujgcych wims u swinek morskich (40).

Po ustaleniu antygenowych wilasciwosci polipeptydu VP1 wykazano, ze
rowniez jego fragmenty moga indukowac u zwierzat powstawanie przeciwciat
neutralizujgcych, wystarczajacych dla ochrony przed zakazeniem wimsem
pryszczycy (41, 42, 43). Strohmajer i wsp. (44, 45) ustalili sktad aminokwa-
sowy biatka VP1 wimsa pryszczycy typu O, a Bachrach i wsp. (46) — typu
A. Na podstawie sekwencji aminokwaséw w biatku VP1 wimsa pryszczycy
typu OIK Strohmajer i wsp. (47) okreslili potozenie czesci immunogennej,
Biatko VP1 zostalo pociete za pomoca enzymow o réznej specyficznosci na
dwa fragmenty, miedzy 138 i 154 oraz 200 i 213 aminokwasem, zdolne do
indukowania przeciwciat neutralizujgcych homologiczny wims.

Robertson i wsp. (48) przy uzyciu przeciwcial monoktonalnych zlokalizowali
dwa fragmenty odpowiedzialne za immunogenne witasciwosci biatka VP1 wii-
msa pryszczycy typu A\2- Pierwszy z nich, to odcinek o kolejnosci amino-
kwasow: 145-Gly-Asp-Phe-Gly-Ser-Leu-Ala-Pro-Arg-Val-Ala-Arg-Gtiu-lveu-Pro-
Ala-Ser-Phe-Asn-tyr-Gly-Ala-Yle-Lys-168; dmgi, 168-Ala-Glu-Thr-Yle-His-
Glu-Leu-Leu-Val-Arg-Met-179. Ostatni odcinek odpowiada za faczenie sie wi-
msa z receptorami komorki. Przeciwciata monoklonalne skierowane przeciwko
tym fragmentom neutralizowaly wims pryszczycy.
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Podczas sekwencjonowania aminokwaséw w pollpeptydzie VP1 u réznych
szczepOw wirusa pryszczycy stwierdzono, ze antygenowa stabilnos¢ wirusa
zalezy od zestawu aminokwasoOw. Poszczegoélne szczepy moga sie rozni¢ nawet
jedntmi aminokwasem. Najbardziej niestabilne rejony w biatku VP1 wirusa
pryszczycy typu A znajdujg sie w potozeniu 42-51, 56-61, 79-85, 95 -
102, 129- 160, 193-204 (46, 49).

6.1. Szczepionki syntetyczne

Bittle i wsp. (49) okreslili wikasciwosci immunogenne peptydéw odpowia-
dajacych ré6znym fragmentom biatka VP1 wirusa pryszczycy typu 01. Sposréd
otrz3rmanych metoda syntezy chemicznej peptydoéw tylko peptyd o sekwencji
aminokwaséw 141 - 160 zapewniat ochrone zwierzat przed zakazeniem wiru-
sem; 200 jig peptydu zabezpieczalo zwierzeta przed zakazeniem, a juz 20 pg
chronito od zachorowania. Szczepienie analogiczng dawka biatka VP1 powo-
dowato wytwarzanie przeciwciat neutralizujacych o nizszym mianie. Réwniez
peptyd o kolejnosci aminokwasdéw 151 - 160 wchodzacy w skiad peptydu
141 - 160 nie indukowal powstawania dostatecznej ilosci przeciwciat neu-
tralizujgcych: nie posiadat takiej konfiguracji jctk w biatku VP1. Potwierdzili
to Pfaff i wsp. (50), ktérzy uwazajg, ze w celu wywotania specyficznej anty-
peptydowej i antywirusowej reakcji konieczne jest zachowanie w peptydzie
wihasciwej konfiguracji. Najwieksza ilos¢ wigzan wodorowych niezbednych dla
zachowania stabilnosci molekuly biatkowej znajduje sie w peptydzie, wtedy
gdy przyjmie on konfiguracje a — spiralng. W oparciu o te zatozenia otrzy-
mane zostaty peptydy odpowiadajgce odcinkom 144- 159, 152- 159, 167-
181, 205 - 213 biatka VP1 wirusa piyszczycy typu OIl. Peptydy tgczono z bial-
kowymi nosnikami: albuming bydleca, tyreoglobuling bydleca i hemocyjaninag.
Najlepszym nosnikiem okazata sie hemocyjanina. Najwyzszy poziom przeciw-
ciat uzyskano po uodpornieniu zwierzat peptydami 144 - 159, 167 - 181. Pep-
tydy 144-151 i 152- 159 stymulowaly powstawanie przeciwciat o niskich
mianach z powodu konfiguracji nie odpowiadajgcej determinantom antyge-
nowym biatka wirusa. Autorzy sugeruja, ze zbyt krétkie peptydy nie sg do-
brymi determinantami antygenowymi.

Metoen i Barteting (51) wykazali obecnos¢ przeciwcial neutratizujgcych po
zastosowaniu syntetycznego peptydu odpowiadajgcego odcinkowi 146-152
biatka VP1 wirusa pryszczycy typu Oi, Aio, Ci. Parry i wsp. (52) uzyskati
syntetyczne peptydy o kolejnosci aminokwaséw 146- 150, 141 - 145, 200 -
213 biatka VP1 wirusa pryszczycy typu O, ktére reagowaly z przeciwciatlami
monokionalnymi skierowanymi przeciwko VP1. Dimarchi i wsp. (53) opisati
wiasciwosci immunogenne peptydu w skiad ktérego wchodzity fragmenty po-
tozone miedzy 141 a 158 oraz 200 a 213 aminokwasem biatka VP1 wirusa
pryszczycy typu OIl potgczone mostkami prolinowymi: Cys-Cys-200-213-Pro-
Pro-Ser-141-158-Pro-Cys-Gly. Peptyd ten bez koniugacji z nosnikami chronit
bydto przed zakazeniem wirusem pryszczycy. Francis i wsp. (54, 55) wykazati,
ze syntetyczny peptyd zbudowany z aminokwaséw 141-160 biatka VP1 wirusa
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pryszczycy typu Ol zwigzany z nosnikiem KLH [Keyhole limpet haemocyonini
moze by¢ stosowany do uodpamiania. Zastosowanie tego koniugatu powodo-
wato znaczny wzrost poziomu przeciwciat u zwierzat po powtérnej immuni-
zacji. Uodpamianie zwierzat za pomoca syntetycznych peptyddéw stanowi nie-
watpliwy postep w doskonaleniu szczepionek przciwko pryszczycy.

6.2. Szczepionki zrekombinowane

Od momentu wykazania wiasciwosci antygenowych biatka VP1 wirusa pry-
szczycy wielu autorow probowato je otrzymaé za pomocg metod inz3mierii
genetycznej (37, 54, 56, 57). Postep w tej dziedzinie rozpoczagt sie w latach
1968 - 1970, po wykryciu wytwarzanych przez drobnoustroje enz3miéw re-
strykcyjnych, przecinajagcych DNA na fragmenty. Enzymy te rozpoznajg spe-
Cirficzne dla nich miejsca w DNA i tng kwas nukleinowy na fragmenty po-
siadajgce kohezyjne korice, ktére mogag ponownie tgczy¢ sie w obecnosci ligazy
DNA. Tak zatem fragmenty uzyskane z jednego zrédta mogg by¢ wigczone do
DNA otrzymanego z innego zrédta. Po wprowadzeniu zrekombinowanego pla-
zmidu do komorki bakteryjnej nastepuje wielokrotna replikacja plazmidu
i efektywna Simteza nowego biatka. Do mikrobiologicznej syntezy immuno-
gennego biatka wirusa pryszczycy wykorzystano E. coli (54, 56, 58) i B. subtilis
(59). Kleid i wsp. (60) uodporniali bydio i Swinie szczepionkg z antygenem
otrzirmanym tg metoda.

7. Uwagi koncowe

Ncilezy oczekiwaé, ze zastosowanie w praktyce preparatow otrzymanych
W oparciu o antygen wirusa pryszczycy uzyskany na drodze syntezy chemicz-
nej i mikrobiologicznej bedzie sprawg niedalekiej przysziosci. Niezbedne sg
jednak dalsze badania dotyczgce przede wszystkim wybom skutecznych ad-
iuwantow, ktére gwarantowatyby stymulowanie niezawodnej reakcji ochronnej
u zwierzat. Pomimo obiecujacych perspektyw przedwczesne bytoby zatem re-
zygnowanie ze stosowania tradycyjnych szczepionek inaktywowanych oraz sa-
nitarnych i przeciwepidemicznych metod, ktére aktualnie pozostajg jedynjrmi
realnymi srodkami w zwalczaniu i profilaktyce pryszczycy.
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Summary

Progress in techniques of foot and mouth disease vaccine production from conventionally
prepared vaccine to synthetic preparates was presented.
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