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Dynamics of the Replication of Vaccinia Virus in Relation to Incubation
Temperature

Zagadnieniem wcigz jeszcze nie wyjasnionym pozostaje sprawa po-
krewienstwa wiruséw nalezgcych do grupy pokswiruséw, a szczegélnie
zagadnienie pochodzenia wirusa krowianki, uzywanego obecnie do szcze-
pien. Fakt, ze nie udala sie w warunkach laboratoryjnych przemiana
wirusa ospy prawdziwej w wirusa krowianki, nie Swiadczy o tym, ze
wirusy te majg rézne pochodzenie i istniej3 w przyrodzie niezaleznie
od siebie (5).

Kwestia zwigzku wirusa krowianki z wirusem ospy ludzkiej i wiru-
sem ospy bydla w dalszym ciggu jest przedmiotem wielu dociekan. Nie
wiadomo, co stalo sie z oryginalnym wirusem Jennera przy przenosze-
niu materialu szczepionkowego z ramienia na ramie oséb uodpornio-
nych w srodowisku, w ktérym bylo jeszcze wowczas bardzo wiele przy-
padkéw ospy naturalnej.

Burnet (1) sugeruje nieswiadomg selekcje jakiejs tagodnej odmia-
ny wirusa ospy ludzkiej i ta odmiana zostalaby nastepnie ustabilizowa-
na na cieletach jako skérny szczep krowianki. Na dowéd stusznosci
swoich dociekan przytacza badania Dawniego, z ktérych wynika, ze se-
rologicznie wirus krowianki jest blizszy ospie ludzkiej niz ospie krow.
Jezeli zalozenie Burneta jest stuszne, to wirus krowianki pochodzitby
od jakiego$ malo zjadliwego szczepu wirusa ospy ludzkiej, a wiec praw-
dopodobnie od jakiego§ szczepu variola minor. Czy tak jest, postano-
wiono sprawdzi¢ w przeprowadzonych badaniach, $ledzac réwnoczes-
nie dynamike procesu namnazania wirusa krowianki w réznych tem-
peraturach inkubacji.

1 Annales, sectio C, vol. XXVI
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Badania przeprowadzono na linii cigglei komérek FL. Tkanke hodowano
w plynie Sywertona i Scherera w modyfikacji stosowanej w pracowni wirusolo-
gicznej (2). Do badan uzyto wirusa krowianki, otrzymanego w postaci szczepionki
z WojewoOdzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Lublinie. Przed rozpocze-
ciem badan wykonano 5 kolejnych pasazy wirusa krowianki w komérkach FI,
a nastepnie przepasazowano na zarodek kurzy w celu stwierdzenia, czy ma on
zdolno§¢ wywotywania typowych zmian na blonie kosméwkowo-omoczniowej. Po
okrefleniu miana wirusa krowianki na komérkach FL, badany szczep wirusa za-
mrozono. W ten spos6b przygotowany wirus stanowil szczep wyj$ciowy do ba-
dan. Po zakonczeniu do$wiadczen, miano wirusa ponownie sprawdzano. Stwier-
dzono, Ze miano poczatkowe i koncowe wirusa krowianki bylo identyczne i wyno-
silo 10—5. Dawka 0,1 ml nie rozcienczonego szczepu wirusa krowianki zakazono
30 prob6éwek z 3-dniowa hodowlg komérek FL. Prob6éwki zakazono przez 2-godzin-
ny kontakt wirusa z komérkami, nastepnie hodowle przeptukiwano w celu usu-
niecia nie zaabsorbowanych czastek wirusa i wprowadzono plyn utrzymujacy.
Polowe zakazonych prob6éwek inkubowano w temp. 37°C, a polowe w temp. 32°C.
Dla stwierdzenia obecno$ci namnazajacego si2 wirusa w plynie po uplywie 6, 12, 24
godz., a nastepnie w odstepach 24-godzinnych, mianowano pobrany piyn znad
hodowli. Kazdorazowo pobierano plyn do mianowania z nastepnej kolejnej pro-
béwki.

Mianowanie wirusa krowianki, replikujacego sie w temp. 32°C i 37°C, prze-
prowadzano zawsze w temp. 37°C. Miano odczytywano po 48 godz. i po raz drugi
po 72 godz. w celu upewnienia sie, ze stabo zaznaczone zmiany cytopatyczne sg
rzeczywi$cie wywolane wirusem krowianki.

WYNIKI BADAN

Stwierdzono, ze wirus krowianki replikuje sie w temp. 32°C i 37°C
(tab. 1 i 2 oraz ryc. 1). W temp. 37°C juz po 6 godz. od momentu zaka-
zenia zaczyna wzrastaé miano wirusa, osiggajagc w 12 godz. wartosé
107!, Miano to utrzymuje sie przez nastepne 12 godz., a potem wirus
intensywnie namnaza sie. W 48 godz. inkubacji miano wirusa dochodzi
do wartosci 10—%. Maksymalne namnazanie sie wirusa krowianki stwier-
dza sie miedzy 96 a 120 godz. po zakazeniu. Nastepnie miano stopnio-
wo zaczyna spadaé, aby po 264 godz. po zakazeniu osiggng¢ wartosé¢
10-2. Dynamika replikacji wrusa krowianki w temp. 32°C, szczegélnie
w poczatkowej fazie, jest rézna od dynamiki replikacji w temp. 37°C.
W temp. 32°C miano zaczyna wzrasta¢ dopiero po uplywie 24 godz.
po zakazeniu. Miedzy 24 a 48 godz. intensywno$¢ namnazania sie wi-
rusa krowianki w temp. 32°C jest taka sama jak w temp. 37°C. Ma-
ksymalne namnazanie si¢ wirusa krowianki w temp. 32°C stwierdza
sie w 96 godz. po zakazeniu. Wysokie miano utrzymuje si¢ przez duzo
dluzszy okres niz w temp. 37°C, bo az do 192 godz., a nastgpnie ilos¢
wirusa zaczyna stopniowo male¢, jednak o wiele wolniej niz w temp.
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Ryc. 1. Dynamika replikacji wirusa krowianki w temp. 32°C i 37°C
Dynamics of the replication of vaccinia virus at temp. 32°C and 37°C

37°C. W 264 godz. miano wirusa replikujgcego sie w temp. 32°C jest
wyisze o jeden logarytm niz wirusa namnazajgcego sie w temp. 37°C.

Stwierdzono, ze po =zakazeniu komoérek FL wirusem krowianki,
a nastepnie inkubowaniu ich w temp. 37°C efekt cytopatyczny po-
Jawia sie juz w 12 godz., a wiec znacznie wczesniej niz w komérkach
inkubowanych w temp. 32°C, kiedy to efekt cytopatyczny notu-
jemy dopiero w 48 godz. Wystapienie efektu cytopatycznego pokrywa
si¢ w czasie z pojawieniem sie wirusa w plynie odzywczym.
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Komorki FL zakazono wirusem krowianki rozcienczonym do miana
10-%. Stwierdzono, ze efekt cytopatyczny charakterystyczny dla wi-
rusa krowianki wystepuje wowczas dopiero trzeciego dnia inkubacji.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Analizujgc wyniki przeprowadzonych badan, nalezy stwierdzi¢, ze
procesowi namnazania wirusa krowianki w hodowlach tkankowych
towarzyszg zmiany degeneracyjne komorek, prowadzace do ich roz-
padu, okreslone efektem cytopatycznym. Natezenie i czas wystgpienia
tych zmian degeneracyjnych zalezy od wielu czynnikéw. Z przeprowa-
dzonych doswiadczen wynika, ze czas wystgpienia efektu cytopatycznego
zalezny jest od dawki zakazajacej wirusa i temperatury inkubacji zaka-
zonych komorek.

Badajac okres pojawienia sie infekcyjnego wirusa i dynamiki jego
nagromadzania sie w plynnej frakcji hodowli, stwierdzono réznice mig-
dzy hodowlg inkubowang w temp. 32°C i 37°C. W plynie zakazonych
hodowli komérek FL, inkubowanych w 32°C, dojrzale czgstki wirusa kro-
wianki pojawiajg sie dopiero po 24 godz. inkubacji, a wiec o wiele pézniej
niz w hodowlach inkubowanych w temp. 37°C, gdzie wirusa stwier-
dzono juz po 6 godz.

Pojawienie sie infekcyjnych czgsteczek wirusa w plynie utrzymuja-
cym synchronizowalo sie¢ w czasie z wystgpieniem zmian cytopatycznych.
Nalezy przypuszcza¢, ze wydluzenie czasu trwania fazy eklipsy spowo-
dowane jest zwolnionym w nizszych temperaturach metabolizmem ko-
morkowym, a to w konsekwencji prowadzi do wolniejszego procesu two-
rzenia sie dojrzalych czgsteczek wirusowych. Na podobny fakt wydiu-
zenia sie fazy eklipsy zwroécit uwage L wo f f (3) w badaniach nad polio-
wirusami, podczas pasazowania ich w temperaturze obnizonej do 29°C.
Bez watpienia istnieje Scisla wspoélzaleznosé miedzy szybkoscig replikacji
wirusa a aktywnoscig wzrostu i przemiang materii zakazonych komorek.
Pomimo opdéznionego pojawienia sie infekcyjnych czasteczek wirusa kro-
wianki w temp. 32°C maksymalne namnazanie sie go w przypadku obu
temperatur (32, 37°C) zostalo osiggniete w tym samym czasie, tj. w 96
godz. replikacji. W temp. 37°C miano wirusa zaczelo nastepnie szybko
spadaé, poczawszy od 120 godz. inkubacji. Natomiast w temp. 32°C stan
najwyzszego nagromadzenia si¢ wirusa utrzymywal sie az do 196 godz.
Nastepnie ilos¢ wirusa zakaznego takze zaczetla male¢, jednak o wiele
wolniej niz w temp. 37°C.

W trakcie doswiadczen nie zdolano wnies¢é nowych elementéw do ba-
dan nad pochodzeniem szczepu stosowanego obecnie do uodporniania
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przeciwko ospie. Jednak, jezeli zalozenia Burneta sg stluszne i pro-
toplasta wirusa krowianki byt wlasnie wirus ospy ludzkiej, to chyba byt
to jakis szczep wariola maior, a nie wariola minor, jak sugeruje Bur-
net. Badany przez nas szczep wirusa krowianki wykazal zdolno$¢ na-
mnazania sie zaréwno w temp. 32°C, jak i 37°C, a wiec jest bardziej po-
dobny do wirusa wvariola maior niz wirusa variola minor. Wiadomo bo-
wiem (4), ze wirus variola minor zdolny jest do replikacji w tempera-
turze nie wyzszej niz 36°C.

WNIOSKI

1. Czas pojawienia sie cialek elementarnych wirusa krowianki w za-
kazonej hodowli komérkowej zalezny jest od dawki zakazajacej wirusa
i od temperatury inkubacji.

2. Zaznacza sie duza roznica w spadku miana infekcyjnego wirusa
krowianki poddanego dzialaniu temp. 32°C i 37°C.

3. Badany szczep wirusa krowianki ze wzgledu na zdolnos¢ namna-
zania sie w temp. 32°C i 37°C jest blizszy wirusowi variola maior niz
variola minor.
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PE3IOME

Mccnenoeanu AuHaMuKy npouecca pennuKaluu BuPyca BAKUMHbI NpH
Temnepatype 32°C u 37°C. KoHciaTupoBaHo, 4rO nNosBneHMe NEPBbiX 3a-
PA3HbIX YACTUL, BUPYCA M BLICTYNNEHME LMUTONATUYECKUX U3MEHEHHIA 3ABUCHT
OT 3apakalowel AQ03bl BMPYCAa M Temnepatypbl MHKy6auuu 3aparkeHHbIx
knetok. B 3To e Bpems nony4eHbl MaKCMMAanbHbIE TWTPbI 38PAXEHHbIX
HaCTMHEK BMPYCA BAKUMHBLI NPM MCCNEAYEMBbIX TemnepaTtypax uHKybauum.
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SUMMARY

Dynamics of the replication process of vaccinia virus was studied
at the temperatures of 32°C and 37°C. It was stated that the appearance
of first infectious particles of virus and the occurrence of cytopathic
changes depend on the infectious dose of virus and on the incubation
temperature of infected cells. At the same time maximum titres of
infectious particles of vaccinia virus were obtained at both the examined
temperatures of incubation.
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