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

Zagadnieniem wciąż jeszcze nie wyjaśnionym pozostaje sprawa po
krewieństwa wirusów należących do grupy pokswirusów, a szczególnie 
zagadnienie pochodzenia wirusa krowianki, używanego obecnie do szcze
pień. Fakt, że nie udała się w warunkach laboratoryjnych przemiana 
wirusa ospy prawdziwej w wirusa krowianki, nie świadczy o tym, że 
wirusy te mają różne pochodzenie i istnieją w przyrodzie niezależnie 
od siebie (5).

Kwestia związku wirusa krowianki z wirusem ospy ludzkiej i wiru
sem ospy bydła w dalszym ciągu jest przedmiotem wielu dociekań. Nie 
wiadomo, co stało się z oryginalnym wirusem Jennera przy przenosze
niu materiału szczepionkowego z ramienia na ramię osób uodpornio
nych w środowisku, w którym było jeszcze wówczas bardzo wiele przy
padków ospy naturalnej.

Bur net (1) sugeruje nieświadomą selekcję jakiejś łagodnej odmia
ny wirusa ospy ludzkiej i ta odmiana zostałaby następnie ustabilizowa
na na cielętach jako skórny szczep krowianki. Na dowód słuszności 
swoich dociekań przytacza badania Dawniego, z których wynika, że se
rologicznie wirus krowianki jest bliższy ospie ludzkiej niż ospie krów. 
Jeżeli założenie B u r n e t a jest słuszne, to wirus krowianki pochodziłby 
od jakiegoś mało zjadliwego szczepu wirusa ospy ludzkiej, a więc praw
dopodobnie od jakiegoś szczepu variola minor. Czy tak jest, postano
wiono sprawdzić w przeprowadzonych badaniach, śledząc równocześ
nie dynamikę procesu namnażania wirusa krowianki w różnych tem
peraturach inkubacji.

1 Annalcs, sectlo C, vol. XXVI
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MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na linii ciągłej komórek FL. Tkankę hodowano 
w płynie Sywertona i Scherera w modyfikacji stosowanej w pracowni wirusolo
gicznej (2). Do badań użyto wirusa krowianki, otrzymanego w postaci szczepionki 
z Wojewódzkiej Stacji Sanitarno-Epidemiologicznej w Lublinie. Przed rozpoczę
ciem badań wykonano 5 kolejnych pasaży wirusa krowianki w komórkach FI, 
a następnie przepasażowano na zarodek kurzy w celu stwierdzenia, czy ma on 
zdolność wywoływania typowych zmian na błonie kosmówkowo-omoczniowej. Po 
określeniu miana wirusa krowianki na komórkach FL, badany szczep wirusa za
mrożono. W ten sposób przygotowany wirus stanowił szczep wyjściowy do ba
dań. Po zakończeniu doświadczeń, miano wirusa ponownie sprawdzano. Stwier
dzono, że miano początkowe i końcowe wirusa krowianki było identyczne i wyno
siło 10~s. Dawką 0,1 ml nie rozcieńczonego szczepu wirusa krowianki zakażono 
30 probówek z 3-dniową hodowlą komórek FL. Probówki zakażono przez 2-godzin- 
ny kontakt wirusa z komórkami, następnie hodowlę przepłukiwano w celu usu
nięcia nie zaabsorbowanych cząstek wirusa i wprowadzono płyn utrzymujący. 
Połowę zakażonych probówek inkubowano w temp. 37°C, a połowę w temp. 32°C. 
Dla stwierdzenia obecności namnażającego się wirusa w płynie po upływie 6, 12, 24 
godz., a następnie w odstępach 24-godzinnych, mianowano pobrany płyn znad 
hodowli. Każdorazowo pobierano płyn do mianowania z następnej kolejnej pro
bówki.

Mianowanie wirusa krowianki, replikującego się 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 się, że słabo zaznaczone zmiany cytopatyczne są 
rzeczywiście wywołane wirusem krowianki.

WYNIKI BADAN

Stwierdzono, że wirus krowianki replikuje się w temp. 32°C i 37°C 
(tab. 1 i 2 oraz ryc. 1). W temp. 37°C już po 6 godz. od momentu zaka
żenia zaczyna wzrastać miano wirusa, osiągając w 12 godz. wartość 
10_1. Miano to utrzymuje się przez następne 12 godz., a potem wirus 
intensywnie namnaża się. W 48 godz. inkubacji miano wirusa dochodzi 
do wartości 10"4. Maksymalne namnażanie się wirusa krowianki stwier
dza się między 96 a 120 godz. po zakażeniu. Następnie miano stopnio
wo zaczyna spadać, aby po 264 godz. po zakażeniu osiągnąć wartość 
10~2. Dynamika replikacji wrusa krowianki w temp. 32°C, szczególnie 
w początkowej fazie, jest różna od dynamiki replikacji w temp. 37°C. 
W temp. 32°C miano zaczyna wzrastać dopiero po upływie 24 godz. 
po zakażeniu. Między 24 a 48 godz. intensywność namnażania się wi
rusa krowianki w temp. 32°C jest taka sama jak w temp. 37°C. Ma
ksymalne namnażanie się wirusa krowianki w temp. 32°C stwierdza 
się w 96 godz. po zakażeniu. Wysokie miano utrzymuje się przez dużo 
dłuższy okres niż w temp. 37°C, bo aż do 192 godz., a następnie ilość 
wirusa zaczyna stopniowo maleć, jednak o wiele wolniej niż w temp.
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«* 7? godi po 2«ki2«niu 
7? hrj after infaction

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

37cC. W 264 godz. miano wirusa replikującego się w temp. 32°C jest 
wyższe o jeden logarytm niż wirusa namnażającego się w temp. 37°C.

Stwierdzono, że po zakażeniu komórek FL wirusem krowianki, 
a następnie inkubowaniu ich w temp. 37°C efekt cytopatyczny po
jawia się już w 12 godz., a więc znacznie wcześniej niż w komórkach 
inkubowanych w temp. 32°C, kiedy to efekt cytopatyczny notu
jemy dopiero w 48 godz. Wystąpienie efektu cytopatycznego pokrywa 
się w czasie z pojawieniem się wirusa w płynie odżywczym.
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Komórki FL zakażono wirusem krowianki rozcieńczonym do miana 
10-4. Stwierdzono, że efekt cytopatyczny charakterystyczny dla wi
rusa krowianki występuje wówczas dopiero trzeciego dnia inkubacji.

OMÓWIENIE WYNIKÓW BADAŃ

Analizując wyniki przeprowadzonych badań, należy stwierdzić, że 
procesowi namnażania wirusa krowianki w hodowlach tkankowych 
towarzyszą zmiany degeneracyjne komórek, prowadzące do ich roz
padu, określone efektem cytopatycznym. Natężenie i czas wystąpienia 
tych zmian degeneracyjnych zależy od wielu czynników. Z przeprowa
dzonych doświadczeń wynika, że czas wystąpienia efektu cytopatycznego 
zależny jest od dawki zakażającej wirusa i temperatury inkubacji zaka
żonych komórek.

Badając okres pojawienia się infekcyjnego wirusa i dynamiki jego 
nagromadzania się w płynnej frakcji hodowli, stwierdzono różnice mię
dzy hodowlą inkubowaną w temp. 32°C i 37°C. W płynie zakażonych 
hodowli komórek FL, inkubowanych w 32°C, dojrzałe cząstki wirusa kro
wianki pojawiają się dopiero po 24 godz. inkubacji, a więc o wiele później 
niż w hodowlach inkubowanych w temp. 37°C, gdzie wirusa stwier
dzono już po 6 godz.

Pojawienie się infekcyjnych cząsteczek wirusa w płynie utrzymują
cym synchronizowało się w czasie z wystąpieniem zmian cytopatycznych. 
Należy przypuszczać, że wydłużenie czasu trwania fazy eklipsy spowo
dowane jest zwolnionym w niższych temperaturach metabolizmem ko
mórkowym, a to w konsekwencji prowadzi do wolniejszego procesu two
rzenia się dojrzałych cząsteczek wirusowych. Na podobny fakt wydłu
żenia się fazy eklipsy zwrócił uwagę L w o f f (3) w badaniach nad polio- 
wirusami, podczas pasażowania ich w temperaturze obniżonej do 29°C. 
Bez wątpienia istnieje ścisła współzależność między szybkością replikacji 
wirusa a aktywnością wzrostu i przemianą materii zakażonych komórek. 
Pomimo opóźnionego pojawienia się infekcyjnych cząsteczek wirusa kro
wianki w temp. 32°C maksymalne namnażanie się go w przypadku obu 
temperatur (32, 37°C) zostało osiągnięte w tym samym czasie, tj. w 96 
godz. replikacji. W temp. 37°C miano wirusa zaczęło następnie szybko 
spadać, począwszy od 120 godz. inkubacji. Natomiast w temp. 32°C stan 
najwyższego nagromadzenia się wirusa utrzymywał się aż do 196 godz. 
Następnie ilość wirusa zakaźnego także zaczęła maleć, jednak o wiele 
wolniej niż w temp. 37°C.

W trakcie doświadczeń nie zdołano wnieść nowych elementów do ba
dań nad pochodzeniem szczepu stosowanego obecnie do uodporniania
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przeciwko ospie. Jednak, jeżeli założenia Burneta są słuszne i pro
toplastą wirusa krowianki był właśnie wirus ospy ludzkiej, to chyba był 
to jakiś szczep variola maior, a nie variola minor, jak sugeruje B u r- 
n e t. Badany przez nas szczep wirusa krowianki wykazał zdolność na
mnażania się zarówno w temp. 32°C, jak i 37°C, a więc jest bardziej po
dobny do wirusa variola maior niż wirusa nariola minor. Wiadomo bo
wiem (4), że wirus variola minor zdolny jest do replikacji w tempera
turze nie wyższej niż 36°C.

WNIOSKI

1. Czas pojawienia się ciałek elementarnych wirusa krowianki w za
każonej hodowli komórkowej zależny jest od dawki zakażającej wirusa 
i od temperatury inkubacji.

2. Zaznacza się duża różnica w spadku miana infekcyjnego wirusa 
krowianki poddanego działaniu temp. 32°C i 37°C.

3. Badany szczep wirusa krowianki ze względu na zdolność namna
żania się w temp. 32°C i 37°C jest bliższy wirusowi variola maior niż 
variola minor.
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PE3IOME

HccneflOBariM flMHaMMKy npouecca pennnKai4nn Bupyca BaKUMHbi npn
TeMnepaiype 32°C m 37°C. KoHdaTMpoBaHO, qro noseneHMe nepBbix 3a- 

pa3Kbix MacTMią BMpyca m BbicTynneHMe UMTonaTMHecKMX M3MeHeHMM 33BMCMT 
ot 3apa>Karc>L4eM flO3bi BMpyca u TeMnepaiypbi MHKyóauMM 3apa>weHHbix 

KJieTOK. B 3to >xe BpeMs nonyMeHbi MaKCMManbHbie Tmpbi 3apa>KeHHbix 
MacTMMeK BMpyca BaKUMHbi npn MccneflyeMbix TeMnepaiypax MHKyćauMM.
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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 
temperaturę 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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