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1. Wstęp

Pryszczyca jest ostrą, zakaźną chorobą zwierząt parzystokopytnych, głów­
nie bydła i świń. Straty ekonomiczne spowodowane chorbą zmuszają do 

poszukiwania efektywnych sposobów jej zwalczania. Istotną rolę w zapobie­
ganiu i 2:walczaniu pryszczycy odgrywają szczepienia ochronne.

Wirus pryszczycy występuje w 7 typach serologicznych A, O, C, SATl, 
SAT2, SAT3 i Asia 1. W ich obrębie stwierdzono liczne podtypy, których 
dotychczas wyodrębniono 65 (1). Prawo ostatecznego serotypowania posiada 
Światowy Ośrodek Referencyjny (World Reference Laboratory Institute for Ani­
mal Health) w Pirbright. Z 7 serotypów wimsa pryszczycy 6 występuje w Afry­
ce (A, O, C, SATl, SAT2 i SAT3), 4 w Azji (A, O, C i Asia 1) oraz po 3 
w Ameryce Południowej i Europie (A, O, C) (2).

2. Uodpornienie

Loeffler i wsp. (3) zaobserwowali, że po naturalnym lub eksperymentalnym 
zakażeniu wirusem pryszczycy zwierzęta uzyskują odporność. Efektem badań 
tych autorów było otrzymanie preparatu ^Seraphtin” przeznaczonego do im- 
munizacji zwierząt, zawierającego limfę zakażonych zwierząt i surowicę od- 
poruościową. W praktyce ta metoda okazała się jednak maiło skuteczna. Do 
zwalczainia pryszczycy była natomiast używana z dobrym efektem wysokowar- 
tościowa surowica poliwalentna. W latach trzydziestych produkowano na wy­
spie Riems około 150 000 1 tej surowicy (4). Seroprofilaktyka miała jeszcze 
duże znaczenie w okresie epizootii w latach 1937 i 1938. Następnie została 
zastąpiona przez uodpornianie czynne.

Na XIII posiedzeniu Międzynarodowego Urzędu Epizootycznego (OIE) w Pa­
ryżu w 1939 r. zalecono do stosowania adsorbowaną, formalizowaną szcze­
pionkę wg Vallee — Schmidta — Waldmanna. Stała się ona protot)^em dal­
szych szczepionek przeciwko pryszczycy. Prace Waldmanna i Kobe (5) oraz 
Schmidta i Hansena (6) wykazały adsorpcję wirusa pryszczycy na wodorot­
lenku glinu i jego działanie adiuwancyjne, a następnie Vallee i wsp. (7) za­
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stosowali formalinę do inaktywacji wirusa. Niekor2^stną cechą tej klasycznej 
szczepionki była konieczność stosowania jej w dużych dawkach (60 ml), po­
nieważ w czasie sączenia w celu usunięcia zanieczyszczeń, tracono ponad 
50% wirusa. Istotnym postępem było wprowadzenie przez Fyia (8) oczyszcza­
nia zawiesiny wirusa chloroformem. Wirus pryszczycy jest oporny na chloro­
form, który zabija bakterie, grzyby, mykoplazmy i wirusy chloroformowreiżliwe. 
Wyeliminowanie sączenia pozwoliło zredukować dawkę szczepionki do 5 ml.

Stosowane obecnie szczepionki różnią się głównie metodą narrmażania 
i otr-zym)AV£tnia wimsa, rodzajem inaktywatorów i adiuwantów oraz liczbą 
serotypów. Fundacja Wellcome w swoich filiach w Europie Zachodniej, Ame­
ryce Południowej, Afryce i Azji posiada 45 różnych szczepów wirusa przezna­
czonych do celów produkcyjnych (9). W Europie nanmażane są szczepy sub- 
typów Ol, A5, Cl, w Ameryce Południowej Oi, A24, C3, a w Afryce przede 
wszystkim szczepy typów SATl, SAT2 i typy europejskie. W Azji, oprócz typów 
europejskich, do produkcji szczepionki wykor*zystywano szczepy A22. Asia 1.

Podejmowano również próby uzyskania szczepionek atenuowanych, a na­
wet ich stosowania (ZSRR i NRD). Ustępowały onę jednak pod względem 
właściwości immunogermych szczepionkom inaktywowanym. Ponadto stwa­
rzały poważne zagrożenie epizootyczne, spowodowane możliwością rewersji 
zjadliwości (10,11).

Dalszy postęp w dziedzinię szczepionek przeciwko pryszczycy rokują ba­
dania nad otrzymaniem immunogennego białka wirusowego metodą syntezy 
chemicznej lub mikrobiologicznej.

3. Namnażanie wirusa

Antygen do produkcji szczepionki pozyskiwano początkowo z pęcherzy ję­
zyków oraz limfy zakażonego bydła. Była to metoda droga i powodowała utrzy­
mywanie stałego ogniska pryszczycy.

Znacznym postępem technologicznym było opracowanie przez Frenkla 
w 1947 r. metody namnażania wirusa pryszczycy w zawiesinie nabłonków 
z języków bydlęcych, pobranych po uboju od zdrowego bydła. Ta metoda 
znalazła szerokie zastosowanie we Francji, Związku Radzieckim, Włoszech, 
Ameryce Południowej, Polsce (12,13,14).

Badania Bachracha (15) i Sellersa (16) umożliwiły produkcję szczepionki 
z wimsa namnożonego w pierwotnych hodowlach komórek nerek. Opracowa­
no stacjonarne (w naczyniach szklanych o różnej objętości), a następnie „ro­
tacyjne” metody hodowli komórek nerek bydła, cieląt, świń, owiec, kóz (17). 
Zmniejszone zostało niebezpieczeństwo wydostania się wimsa poza laborato­
rium. Niedogodnością tych metod było stałe zapotrzebowanie na świeży ma­
teriał tkankowy do każdego procesu technologicznego.

Uzyskanie przez Mc Phersona (18) ciągłej linii komórek BHK-21 z nerki 
chomika, a następnie wykazanie namnażania się wimsa pryszczycy w jedno­
warstwowej hodowli tych komórek, było istotnym przełomem w produkcji
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antygenu. Zaistniała możliwość otrzymania dużej ilości wirusa w warunkach 
laboratoryjnych i uniezależnienia się od działalności rzeźni. W 1962 r. Ca- 
pstick i wsp. (19) wykazali, że wirus pryszczycy namnaża się również w za­
wiesinie komórek BHK-21. Od tego czasu produkcja szczepionki w skedi prze­
mysłowej odbywa się głównie tą metodą. W piśmiennictwie polskim wykorzy­
stanie hodowli komórek do namnażania wirusa pryszczycy opisali Paprocka 
i Kęsy (20). Obecnie doskonalenie metod produkcji obejmuje: wzrost wydaj­
ności antygenu przez poszukiwanie odpowiednich linii i sublinii komórek BHK 
oraz wirusowych szczepów produkcyjnych, optymalizację podłoży do hodowli 
komórek, obniżenie kosztów.

4. Oczyszczanie i koncentracja wirusa

Namnożoną w hodowli komórek zawiesinę wimsową oczyszcza się chloro­
formem wg metody Pylą (21), dzięki czemu uzyskuje się produkt wolny od 
zakażeń oraz zostaje usunięta większość komórkowych alergenów uczulają­
cych. Poddaną inaktywacji zawiesinę zagęszcza się 3 - 7-krotnie metodą ad­
sorpcji na wodorotlenku glinu lub metodą ultrafiltracji przez filtry membra­
nowe bądź świecowe (22), metodą strącania polietylenoglikolem (23) lub tlen­
kami polietylenu (24), co umożliwia 500 - 1000-krotną koncentrację antygenu.

Rezerwy inaktywowanego antygenu, w tym również typów egzotycznych, 
mogą być przechow5rwane w niskiej temperaturze (- 196°C) przez okres kilku 
lat i w razie potrzeby użyte do produkcji odpowiedniej szczepionki.

5. Inaktywatory i adiuwanty

Asymptotyczny przebieg procesu inaktywacji przy użyciu formaliny, jak 
również doniesienia o przypadkach niecałkowitej inaktywacji wirusa prysz­
czycy spowodowały poszukiwanie innych środków inaktywujących. Doskonal­
szymi inaktywatorami okazały się glicydaldehyd (GDA) (25) oraz pochodne 
azyrydyny, szczególnie acetyletylenoimina (AEl) (26, 27) i etyletylenoimina 
(EEl) (28). Bahnemann (29) zaproponował mniej toksyczne środki: 2-bromo- 
etylaminę i 2-chloroetylaminę.

Powszechnie zaakceptowanymi adiuwantami do produkcji szczepionek dla 
bydła są wodorotlenek glinu i saponina. Szczepionki z tymi adiuwantami nie 
posiadały jednak dostatecznych właściwości immunogennych dla świń. 
W 1967 r. Mc Kercher i Fairis (30) otrzymali szczepionkę przeciwko prysz­
czycy dla świń zawierającą niekompletny adiuwant Freunda. Od tego czasu 
do produkcji tego typu szczepionek używane są praktycznie wyłącznie adiu­
wanty olejowe (31). Okazały się one wysoko skuteczne również dla bydła (32).

Wittmann (33) stwierdził szybką reakcję odpornościową u świń po szcze­
pionce zawierającej jako adiuwant modytrkowany dekstrein (DEAE-D). Jednak 
dość silne reakcje poszczepienne ograniczyły możliwości jego wykorzystania.
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Stosowane obecnie szczepionki, zawierające wirus inakt3rwowany namno­
żony przede wszystkim w hodowli komórek BHK w zawiesinie (34) lub w na­
błonku języków bydlęcych (35), adiuwant glinowo-saponinowy lub olejowy 
wymagają odpowiednich warunków produkcji i przechow5rwania. Ich produ­
kcja odbywa się w specjalnie zabezpieczonych pomieszczeniach. Zagadnienie 
dotyczące bezpieczeństwa produkcji szeroko opisał Górski (36).

Pomimo stosowania w szczepionkach inaktywowanego wirusa pryszczycy 
istnieje ryzyko niepełnej jego inaktywacji. Wymienionych niedogodności po­
zbawione są szczepionki posiadające antygen otrzymany metodą syntezy che­
micznej lub mikrobiologicznej. Wydaje się, że tylko takie szczepionki mogą 
być akceptowane w krajach wolnych od pryszczycy dla przygotowania cen­
tralnej rezerwy epizootiologicznej, szczepień w pasach nadgranicznych lub 
zwierząt eksportowanych w rejony występowania pryszczycy.

6. Szczepionki nowej generacji

Kapsyd wirusa pryszczycy zawiera 4 stmkturalne polipeptydy VP1, VP2, 
VP3, VP4. Stwierdzono, że głównym białkiem immunogennym jest VP1 (37). 
Wykazano wrażliwość białka VP1 na działanie trypsyny. Pod jej wpfywem 
istotnie zmniejszała się wirulentność, a w zależności od szczepu, również 
aktywność immunogenna wimsa (37). Ponadto, podczas działania trypsyną 
obniżała się szybkość adsorpcji wimsa do komórek (38). Duchesne i wsp. 
(39) wykazali, że przeciwciała neutralizujące wims pryszczycy reagowały wy­
łącznie z białkiem VP1. Immunogenne właściwości białka VP1 potwierdzał 
fakt, że połipeptyd ten, syntetyzowany w E. coU, indukował wytwarzanie prze­
ciwciał neutralizujących wims u świnek morskich (40).

Po ustaleniu antygenowych właściwości polipeptydu VP1 wykazano, że 
również jego fragmenty mogą indukować u zwierząt powstawanie przeciwciał 
neutralizujących, wystarczających dla ochrony przed zakażeniem wimsem 
pryszczycy (41, 42, 43). Strohmajer i wsp. (44, 45) ustalili skład aminokwa- 
sowy białka VP1 wimsa pryszczycy typu O, a Bachrach i wsp. (46) — typu 
A. Na podstawie sekwencji aminokwasów w białku VP1 wimsa pryszczycy 
typu OlK Strohmajer i wsp. (47) określili położenie części immunogennej, 
Białko VP1 zostało pocięte za pomocą enzymów o różnej specyficzności na 
dwa fragmenty, między 138 i 154 oraz 200 i 213 aminokwasem, zdolne do 
indukowania przeciwciał neutralizujących homologiczny wims.

Robertson i wsp. (48) przy użyciu przeciwciał monokłonalnych zlokalizowali 
dwa fragmenty odpowiedzialne za immunogenne właściwości białka VP1 wi­
msa pryszczycy typu A\2- Pierwszy z nich, to odcinek o kolejności amino­
kwasów: 145-Gly-Asp-Phe-Gly-Ser-Leu-Ala-Pro-Arg-Val-Ala-Arg-Głu-Iveu-Pro- 
Ała-Ser-Phe-Asn-tyr-Gly-Ala-Yle-Lys-168; dmgi, 168-Ala-Głu-Thr-Yle-His- 
Glu-Leu-Leu-Val-Arg-Met-179. Ostatni odcinek odpowiada za łączenie się wi­
msa z receptorami komórki. Przeciwciała monoklonalne skierowane przeciwko 
tym fragmentom neutralizowały wims pryszczycy.
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Podczas sekwencjonowania aminokwasów w pollpeptydzie VP1 u różnych 
szczepów wirusa pryszczycy stwierdzono, że antygenowa stabilność wirusa 
zależy od zestawu aminokwasów. Poszczególne szczepy mogą się różnić nawet 
jedn}mi aminokwasem. Najbardziej niestabilne rejony w białku VP1 wirusa 
pryszczycy typu A znajdują się w położeniu 42-51, 56-61, 79-85, 95 - 
102, 129- 160, 193-204 (46, 49).

6.1. Szczepionki syntetyczne

Bittle i wsp. (49) określili właściwości immunogenne peptydów odpowia­
dających różnym fragmentom białka VP1 wirusa pryszczycy typu 01. Spośród 
otrz3rmanych metodą syntezy chemicznej peptydów tylko peptyd o sekwencji 
aminokwasów 141 - 160 zapewniał ochronę zwierząt przed zakażeniem wiru­
sem; 200 jig peptydu zabezpieczało zwierzęta przed zakażeniem, a już 20 pg 
chroniło od zachorowania. Szczepienie analogiczną dawką białka VP1 powo­
dowało wytwarzanie przeciwciał neutralizujących o niższym mianie. Również 
peptyd o kolejności aminokwasów 151 - 160 wchodzący w skład peptydu 
141 - 160 nie indukował powstawania dostatecznej ilości przeciwciał neu­
tralizujących: nie posiadał takiej konfiguracji jctk w białku VP1. Potwierdzili 
to Pfaff i wsp. (50), którzy uważają, że w celu wywołania specyficznej anty- 
peptydowej i antywirusowej reakcji konieczne jest zachowanie w peptydzie 
właściwej konfiguracji. Największa ilość wiązań wodorowych niezbędnych dla 
zachowania stabilności molekuły białkowej znajduje się w peptydzie, wtedy 
gdy przyjmie on konfigurację a — spiralną. W oparciu o te założenia otrzy­
mane zostały peptydy odpowiadające odcinkom 144- 159, 152- 159, 167- 
181, 205 - 213 białka VP1 wirusa piyszczycy typu Ol. Peptydy łączono z biał­
kowymi nośnikami: albuminą bydlęcą, tyreoglobuliną bydlęcą i hemocyjaniną. 
Najlepszym nośnikiem okazała się hemocyjanina. Najwyższy poziom przeciw­
ciał uzyskano po uodpornieniu zwierząt peptydami 144 - 159, 167 - 181. Pep­
tydy 144-151 i 152- 159 stymulowały powstawanie przeciwciał o niskich 
mianach z powodu konfiguracji nie odpowiadającej determinantom antyge­
nowym białka wirusa. Autorzy sugerują, że zbyt krótkie peptydy nie są do­
brymi determinantami antygenowymi.

Mełoen i Bartełing (51) wykazali obecność przeciwciał neutrałizujących po 
zastosowaniu syntetycznego peptydu odpowiadającego odcinkowi 146-152 
białka VP1 wirusa pryszczycy typu Oi, Aio, Ci. Parry i wsp. (52) uzyskałi 
syntetyczne peptydy o kolejności aminokwasów 146- 150, 141 - 145, 200 - 
213 białka VP1 wirusa pryszczycy typu O, które reagowały z przeciwciałami 
monokłonalnymi skierowanymi przeciwko VP1. Dimarchi i wsp. (53) opisałi 
właściwości immunogenne peptydu w skład którego wchodziły fragmenty po­
łożone między 141 a 158 oraz 200 a 213 aminokwasem białka VP1 wirusa 
pryszczycy typu Ol połączone mostkami prolinowymi: Cys-Cys-200-213-Pro- 
Pro-Ser-141-158-Pro-Cys-Gły. Peptyd ten bez koniugacji z nośnikami chronił 
bydło przed zakażeniem wirusem pryszczycy. Francis i wsp. (54, 55) wykazałi, 
że syntetyczny peptyd zbudowany z aminokwasów 141-160 białka VP1 wirusa
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pryszczycy typu Ol związany z nośnikiem KLH [Keyhole limpet haemocyonini 
może być stosowany do uodpamiania. Zastosowanie tego koniugatu powodo­
wało znaczny wzrost poziomu przeciwciał u zwierząt po powtórnej immuni- 
zacji. Uodpamianie zwierząt za pomocą syntetycznych peptydów stanowi nie­
wątpliwy postęp w doskonaleniu szczepionek przciwko pryszczycy.

6.2. Szczepionki zrekombinowane

Od momentu wykazania właściwości antygenowych białka VP1 wirusa pry­
szczycy wielu autorów próbowało je otrzymać za pomocą metod inż3mierii 
genetycznej (37, 54, 56, 57). Postęp w tej dziedzinie rozpoczął się w latach 
1968 - 1970, po wykryciu wytwarzanych przez drobnoustroje enz3miów re­
strykcyjnych, przecinających DNA na fragmenty. Enzymy te rozpoznają spe- 
C3rficzne dla nich miejsca w DNA i tną kwas nukleinowy na fragmenty po­
siadające kohezyjne końce, które mogą ponownie łączyć się w obecności ligazy 
DNA. Tak zatem fragmenty uzyskane z jednego źródła mogą być włączone do 
DNA otrzymanego z innego źródła. Po wprowadzeniu zrekombinowanego pla­
zmidu do komórki bakteryjnej następuje wielokrotna replikacja plazmidu 
i efektywna S5mteza nowego białka. Do mikrobiologicznej syntezy immuno- 
gennego białka wirusa pryszczycy wykorzystano E. coli (54, 56, 58) i B. subtilis 
(59). Kleid i wsp. (60) uodporniali bydło i świnie szczepionką z antygenem 
otrz3rmanym tą metodą.

7. Uwagi końcowe
Ncileźy oczekiwać, że zastosowanie w praktyce preparatów otrzymanych 

w oparciu o antygen wirusa pryszczycy uzyskany na drodze syntezy chemicz­
nej i mikrobiologicznej będzie sprawą niedalekiej przyszłości. Niezbędne są 
jednak dalsze badania dotyczące przede wszystkim wybom skutecznych ad- 
iuwantów, które gwarantowałyby stymulowanie niezawodnej reakcji ochronnej 
u zwierząt. Pomimo obiecujących perspektyw przedwczesne byłoby zatem re­
zygnowanie ze stosowania tradycyjnych szczepionek inaktywowanych oraz sa­
nitarnych i przeciwepidemicznych metod, które aktualnie pozostają jedynjrmi 
realnymi środkami w zwalczaniu i profilaktyce pryszczycy.
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Foot and mouth disease vaccines and perspectives of their development

Summary

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