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ΔΕΛΤΙΟΝ ΕΛΛ. ΚΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ. 1981, Τ. 32. τ. 3 

ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΒΗΚ ΑΙΩΡΗΣΕΩΣ ΚΑΙ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΙΟΥ 

ΑΦΘΩΔΟΥΣ ΠΥΡΕΤΟΥ ΓΙΑ ΠΑΡΑΣΚΕΥΗ ΕΜΒΟΛΙΩΝ* 

Ύπό 

Χ. ΠΑΠΠΟΥ*, Π. ΒΕΡΜΠΕΛΗ*, Ι. ΔΗΜΗΤΡΙΑΔΗ* 

ΒΗΚ CELL SUSPENSION CULTURES AND FOOT AND MOUTH DISEASE VIRUS 
PRODUCTION FOR VACCINES 

By 

CH. PAPPOUS, P. VERBELIS, I. DIMITRIADIS 

S U M M A R Y 

Using the BHK cell suspension culture method in fermentor of 100 It capacity 1,5 — 3 χ 
IO6 cells/ml are obtained in 48 — 72 hours. 

The cells maintain their susceptibility to the vaccine strains of F.M.D. virus and the parame
ters of the virus produced on such cells are satisfactory. 

Vaccines prepared with this virus induced good immunity for bovines and sheep. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Ή χρησιμοποίηση καλλιεργειών κυττάρων ΒΗΚ — 21, C,3 για παραγωγή ίοΰ 'Αφθώδους 
Πυρετού (Α.Π.) αποτελεί σταθμό στην παραγωγή άντιαφθωδικών εμβολίων. 

Οί Mac Pherson και Stoker1 περιγράφουν τό 1962 τήν προέλευση της κυτταρικής γραμμής 
ΒΗΚ — 21 (Baby Hamster Kidney). Τόν ϊδιο χρόνο οί Mowatt και Chapmann3 αποδεικνύουν 
τήν ευαισθησία του κλώνου C 1 3 (Clone) τής κυτταρικής αυτής γραμμής στον ιό Α.Π. Στην συ
νέχεια, ή κυτταρική γραμμή ΒΗΚ — 21, C 1 3 χρησιμοποιείται ευρύτατα για τήν καλλιέργεια του 
ίου Α.Π. σέ μεγάλη κλίμακα, είτε σέ μορφή μονόστοιβων (Monolayer) κυτταροκαλλιεργειών σέ 
περιστρεφόμενες φιάλες (Polatnik και Bachrach3 1964, Ubertini και συν4 1967), είτε σέ μορφή 
καλλιεργειών αίωρήσεως (Capstick και συν.5 1962 Telling και Ellsworth6 1965) μέ σκοπό τήν 
παραγωγή άντιαφθωδικών εμβολίων. 

* Κτηνιατρικό 'Ινστιτούτο 'Αφθώδους Πυρετού, Άγ. Παρασκευή 'Αττικής. 
Institute FMD. Ag. Paraskevi, Attiki. Greece. 

•'Ανακοινώθηκε στο Πανελλήνιο Συνέδριο Γεωτεχνικών 'Ερευνών — Καλλιθέα Χαλκιδικής 5-8 
Μαΐου 1981. 
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Μέ την παρέλευση του χρόνου τα περισσότερα 'Ινστιτούτα παραγωγής άντιαφθωδικών εμ
βολίων εγκατέλειψαν τϊς παλαιότερες μεθόδους παραγωγής ίοΰ όπως, φυσικού ίου μέ ένδο-
γλωσσική μόλυνση βοοειδών ή ίοΰ καλλιέργειας σέ επιθήλιο γλώσσας βοοειδών (Μέθοδος 
Frenkel) σέ κύτταρα νεφρών μόσχου ή χοίρου και προσάρμοσαν τις μεθόδους παραγωγής του 
σέ κύτταρα ΒΗΚ αίωρήσεως εντός ζυμωτών (Fermentors) διάφορης χωρητικότητας (500 — 
1000 — 2000 λ. ή και μεγαλυτέρων). 

Τό 'Ινστιτούτο 'Αφθώδους Πυρετού χρησιμοποιεί άπό το 1964 μονόστοιβες κυτταροκαλ-
λιέργειες ΒΗΚ σέ περιστρεφόμενες φιάλες για παραγωγή ίοΰ Α.Π. και παρασκευή άντιαφθωδι
κών εμβολίων7. Τό 1974 τό 'Ινστιτούτο εξοπλίστηκε μέ ζυμωτές και άρχισε παράλληλα ή πει
ραματική παραγωγή ίοΰ Α.Π. σέ κύτταρα ΒΗΚ αίωρήσεως. Τα αποτελέσματα της Ερευνάς αυ
τής εκθέτουμε στην παρούσα εργασία. 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ: 

1. Εξοπλισμός: Στις μικρές καλλιέργειες κυττάρων αίωρήσεως, πού χρη
σιμεύουν για την ανανέωση της κυτταρικής γραμμής και για τήν παραγωγή 
κυττάρων σποράς των μεγάλων καλλιεργειών, χρησιμοποιούνται υάλινοι ζυ
μωτές τύπου φιαλών Pirbright τών 500 κ.έκ. ή φιαλών Belco τοΰ ενός και δέ
κα λίτρων, εφοδιασμένων μέ μαγνητικό αναδευτήρα επικαλυμμένο μέ Teflon. 
Στις μεγάλες καλλιέργειες χρησιμοποιούνται ένας ζυμωτής ωφέλιμης χωρητι
κότητας 20 λίτρων και δύο τών 100 λίτρων. Οί ζυμωτές αυτοί είναι κατα
σκευασμένοι άπό ειδικό ανοξείδωτο χάλυβα, φέρουν ηλεκτρόδια αυτομάτου 
ρυθμίσεως Ph και θερμοκρασίας, παροχές αέρα καί C 0 2 στο βάθος και τήν 
επιφάνεια τής καλλιέργειας, δπως επίσης καί σύστημα άναδεύσεως τών κυττά
ρων διά δονήσεων ρυθμιζόμενου πλάτους (Vibromixer). 

2. Κυτταρική γραμμή ΒΗΚ 

Χρησιμοποιείται τό στέλεχος κυττάρων ΒΗΚ αίωρήσεως πού προέρχεται 
άπό τό Ζωοπροφυλακτικό 'Ινστιτούτο Πάδοβας*. Μέ τό αρχικό καλλιέργημα 
(100 κ.έκ. περίπου) πραγματοποιήσαμε δύο ακόμη διόδους αίωρήσεως για τον 
σχηματισμό ικανού αποθέματος κυττάρων. 

Τά κύτταρα αυτά υστέρα άπό φυγοκέντρηση καί συμπύκνωση σέ υλικό 
συντηρήσεως [(55% Eagle + 25% ορός μόσχου -l· 10% ΤΡΒ -τ- 10% DMSO (-
Dimethyl Sulfoxide 50%)], διανεμήθηκαν σέ φύσιγγες τού 1 κ.έκ. περίπου 15 
χ ΙΟ6 κύτταρα κατά κ.έκ., καί τοποθετήθηκαν σέ υγρό άζωτο. 

3. Θρεπτικά υλικά 

α) Υλικό αναπτύξεως κυττάρων: Χρησιμοποιείται για ολα τά εϊδη καλ
λιεργειών (μικρών-μεγάλων) τό υλικό τών Mac Pherson καί Stoker1 πού είναι 
υλικό Eagle εντός Earle (Β.Μ.Ε.), τροποποιημένο για νά περιέχει διπλάσια πο
σότητα αμινοξέων, μέ 10% Τ.Ρ.Β. (Tryptose Phosphate Broth) καί 10% ορό 

* Στό 'Ινστιτούτο αυτό ό πρώτος άπό μας παρακολούθησε κυτταροκαλλιέργειες στον τομέα 
Α.Π. ύπό τήν καθοδήγηση τού καθηγητού R. ZOLETTO. 
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μόσχου. Δέν προσθέτουμε Edifas και άντιαφρώδες. Τό ΡΗ του υλικού ανα
πτύξεως ρυθμίζεται μεταξύ 7,4 — 7,6 μέ C0 2 . Τό υλικό υφίσταται διπλή διή
θηση δια φίλτρων SEITZ, EKS και EKS,. 

β) Υλικό συντηρήσεως κυττάρων: Ώ ς υλικό συντηρήσεως κυττάρων πού 
προορίζονται για καλλιέργεια τοΰ ίου Α.Π. χρησιμοποιείται υλικό HANKS μέ 
(2%ο) ένζυματικό ύδρόλυμα λακταλβουμίνης όπως χρησιμοποιείται στο 'Ιν
στιτούτο Πάδοβας. Τό υλικό διηθείται σέ φίλτρα SEITZ, EKS. 

Στα παραπάνω υλικά καλλιέργειας προστίθενται αντιβιοτικά ώς έξης: Πε
νικιλίνη 0,13 γρ., Στρεπτομυκίνη 0,20 γρ., Νεομυκίνη ή Καναμυκίνη 0,015 
γρ. και Fungizone 0,25 γρ./λ. 

4. Ίός Α.Π. 

Τα στελέχη ίου πού χρησιμοποιούνται γιά τήν παραγωγή εμβολίου είναι: 
— Ίός Ο, Πέπλου, στέλεχος έπιζωοτίας Α.Π. 1972. 
— Ίός Α, στέλεχος εστίας Α.Π. 1977 στο Πλατύ Ημαθίας. 
— Ίός C, Detmold πού μας προμήθευσε τό Ινστιτούτο Pirbright. 

Τά στελέχη αυτά συντηρούνται ύπό μορφή άφθών σέ συντηρητικό υλικό 
στους — 20°C και υφίστανται περιοδικά ανανέωση σέ βοοειδή. Τά στελέχη 
αυτά προσαρμόζονται σέ μονόστοιβα κυτταροκαλλιεργήματα ΒΗΚ περιστρε
φόμενων φιαλών της ίδίας προελεύσεως μέ τά κύτταρα ΒΗΚ αιωρήσεως καί 
παρασκευάζεται ίκανή ποσότητα ίου σποράς γιά τις ανάγκες ενοφθαλμισμού 
τών κυτταροκαλλιεργειών αίωρήσεως. 

5. Μέθοδος καλλιέργειας κυττάρων 

α) Μικρές καλλιέργειες 

Γιά τήν έναρξη της καλλιέργειας λαμβάνονται 1-2 φύσιγγες άπό τό απόθε
μα τών κυττάρων στο υγρό άζωτο καί αποψύχονται αμέσως σέ ύδατόλουτρο 
37°C. Τά κύτταρα φυγοκεντροΰνται γιά τήν αφαίρεση τοΰ συντηρητικού των 
υλικού καί στην συνέχεια ένοφθαλμίζονται σέ θρεπτικό υλικό εντός φιάλης 
τύπου Pirbright γιά άπ' ευθείας έναρξη καλλιέργειας κυττάρων αίωρήσεως συ
νήθως όμως γίνονται προηγουμένως 1-2 δίοδοι τών κυττάρων αυτών σέ στα
τική καλλιέργεια εντός φιαλών Brockway καί Roux καί μετά πραγματοποιείται 
ή δίοδος σέ ζυμωτές γιά καλλιέργεια σέ αίώρηση. 

Πραγματοποιούνται 2-3 δίοδοι αίωρήσεως σέ φιάλες τύπου Pirbright καί 
μετά, συνεχείς δίοδοι άνά 48ωρο μικρές καλλιέργειες τών 500 κ.έκ. σέ φιάλες 
τύπου Belco 1 λ. Τά κυτταροκαλλιεργήματα αυτά συντηρούνται σέ -r- 4°C μέ
χρι 20 ήμερες τό πολύ καί χρησιμεύουν γιά τό ξεκίνημα τών μεγάλων καλ
λιεργειών. 

α) Μεγάλες καλλιέργειες. Προς τον σκοπόν αυτό πραγματοποιείται δίοδος 
κυττάρων σέ φιάλες τύπου Belco 10 λ. παρασκευάζεται ποσότητα εναιωρήμα
τος κυττάρων 2-4 λ., πού χρησιμεύει γιά σπορά καλλιέργειας τοΰ ζυμωτή τών 
20 λ. Μετά 48-72 ώρες καλλιέργεια, τά κύτταρα τοΰ ζυμωτή αυτού διανέμον-
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ται σέ δύο άλλους των 100 λ. προστίθεται υλικό αναπτύξεως 60 λ. περίπου 

στον καθένα και μετά 48-72 ώρες λαμβάνεται ποσότητα κυττάρων 140 λ. πε

ρίπου, πού προορίζεται γιά τήν παραγωγή ίου. 

6. Παραγωγή ιού Α.Π. 

Με το πέρας της καλλιέργειας τα κύτταρα συλλέγονται σέ υάλινα δοχεία 

ψύχονται άμέσιος σέ κρύο νερό καί τοποθετούνται σέ + 4°C ώστε νά κατακα-

θήσουν πλήρως στον πυθμένα του δοχείου. 'Αφαιρείται τό υπερκείμενο υλικό 

μέ αντλία καί σέ ζυμωτή πού περιέχει 100 λ. υλικό συντηρήσεως κυττάρων 

(Hanks) προστίθενται τα κύτταρα ώστε τό τελικό εναιώρημα νά περιέχει 2 — 

2.500.000 κύτταρα/κ.έκ. 

Προστίθεται στή συνέχεια ό ίός Α.Π., πρόσφατης καλλιέργειας σέ μονό-

στοιβα κυτταροκαλλιεργήματα ΒΗΚ, σέ αναλογία 0,5—2,5 μονάδες κυτταρο-

παθογόνου δράσης 50% (ΤΟΙΟ ΐ 0 )/κύτταρο ή 3—4% εναιώρημα ιού, ύστερα δέ 

άπό 24 ώρες περίπου, ό ιός έχει καταστρέψει σχεδόν όλα τά κύτταρα, οπότε 

γίνεται συλλογή τού υλικού αυτού πού χρησιμεύει γιά παρασκευή εμβολίου. 

7. Έλεγχος αποτελεσματικότητας εμβολίων 

ι) Βοοειδή 

Χρησιμοποιούνται βοοειδή πλήρως ευαίσθητα στον Α.Π. Πρό της χρησι

μοποιήσεως των ελέγχονται γιά τυχόν ύπαρξη όροεξουδετερωτικών αντισω

μάτων, έναντι τών τύπων τού ιού πού περιέχονται στα ύπό έλεγχο εμβόλια. 

Εμβολιάζονται 5 βοοειδή μέ κανονική δόση εμβολίου (5 κ.έκ.) καί μετά 

21 μέρες ελέγχεται ή κτηθεϊσα ανοσία έναντι ενός τών τύπων τού ιού πού πε

ριέχονται στό εμβόλιο, μέ μόλυνση τών έμβολιασθέντων βοοειδών κι ένα 

μάρτυρα, μέ ίό Α.Π. IO4 DL 5 0/0,10 κ.έκ. ένδογλωσσικώς σέ 2 σημεία. 'Επίσης 

ελέγχεται ό τίτλος τών όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων τών έμβολιασθέν

των βοοειδών. 'Ελέγχθηκαν έτσι δύο σειρές διδυνάμου εμβολίου τύπου ΑΟ. 

ιι) Πρόβατα. 6 αμνοί ηλικίας 9 μηνών περίπου εμβολιάσθηκαν μέ τριδύνα-

μο εμβόλιο Α Ο C κι' έγινε έλεγχος όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων πρό 

καί 21 ήμερες μετά τόν εμβολιασμό των. 

ιιι) Ίνδόχοφοι. "Ολα τά αναφερθέντα εμβόλια ελέγχθηκαν καί σέ ίνδόχοι-

ρους. Προσδιορίστηκε ή προστατευτική δόση ίνδοχοίρου 50% (ΠΔΙ 5 0 ) έναντι 

τών τύπων του ιού πού περιείχαν τά εμβόλια8. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Α. Καλλιέργειες κυττάρων: Στον πίνακα Ι καταχωρούνται τά αποτελέσμα

τα 20 καλλιεργημάτων γιά κάθε τύπο ζυμωτού. 

Ή παρακολούθηση της αναπτύξεως καί ζωτικότητος τών κυττάρων, πραγ

ματοποιείται μέ καταμέτρηση αυτών σέ αίμοκυττόμετρο τύπου TOMA, ΰσΐε-

ρα άπό χρώση μέ Trypan Blue. 
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1. Μικρές καλλιέργειες 

Βασικό παράγοντα στις καλλιέργειες κυττάρων αίωρήσεως αποτελεί το Ph 
του ύλικοϋ αναπτύξεως. Στην αρχή της καλλιέργειας το Ph έχει τάση να 
ανέρχεται λόγω της άναδεύσεως του ύλικοο. Τα κύτταρα δεν μπορούν να το 
σταθεροποιήσουν λόγω της φάσεως προσαρμογής των (Lag Phase) καί της 
περιορισμένης αναπτύξεως των (έναρξη πολλαπλασιασμού). Γι' αυτό κατά το 
πρώτο 24ωρο ή ανάδευση ρυθμίζεται σέ λίγες στροφές 160/Γ) καί σφραγίζον
ται τά στόμια τοΰ ζυμωτού μέ ελαστικά πώματα. Μετά, λόγω του έντονου 
πολλαπλασιασμού τών κυττάρων, τό Ph κατέρχεται προς τό δξινο, τότε αυξά
νεται ό αριθμός τών στροφών άναδεύσεως σέ 200/Γ καί αντικαθίστανται ένα 
ή καί τά δύο ελαστικά πώματα τού ζυμωτού (Belco) μέ πώματα γάζας, ώστε 
μέ τόν εμπειρικό αυτό τρόπο διελεύσεως αέρα στο ζυμωτή νά διατηρηθεί τό 
Ph σέ ανεκτά γιά τήν ζωτικότητα τών κυττάρων όρια (έως 6,8) καί τό επόμε
νο 24ωρο. 

Στο πρώτο τύπο μικρής καλλιέργειας 0.3 — 0.5 λ. παρατηρούμε οτι, όταν 
γίνεται σπορά τής καλλιέργειας μέ 20—30χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. ό μέσος δρος 
συντελεστού αναπτύξεως κυττάρων είναι στίς 24 καί 48 ώρες 4.53 καί 12.23 
αντίστοιχα καί ό τελικός αριθμός κυττάρων κατά μέσο όρο είναι 293,7 x ΙΟ4 

κύτταρα/κ.έκ. Όταν ή σπορά γίνεται μέ μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων, κατά 
μέσο όρο 47,6 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ., τότε ό συντελεστής αναπτύξεως τών κυτ
τάρων είναι 2,9 καί 6,8 αντίστοιχα στά πάρα πάνω χρονικά διαστήματα καί ό 
τελικός αριθμός κυττάρων κατά μέσο δρο είναι 323,4 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. 

Στίς μεγαλύτερες καλλιέργειες εντός φιαλών Belco 10 λ. (ποσότητα κυττα-
ροκαλλιεργημάτων 2—4 λ./φιάλη) μέ αριθμό κυττάρων σποράς 20 — 30 χ ΙΟ4 

κύτταρα/κ.έκ. ό μέσος δρος συντελεστού αναπτύξεως κυττάρων είναι στίς 24 
καί 48 (όρες 2,68 καί 7,39 αντίστοιχα καί ό τελικός αριθμός κυττάρων είναι 
205,5 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. Μέ μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων σποράς — μέσος 
δρος 42,2 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ., οί συντελεστές αναπτύξεως κυττάρων είναι 
1,94 καί 5,82 αντίστοιχα στά ίδια χρονικά διαστήματα μέ τελικό αριθμό κυτ-
τάροον 245,75 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. 

Παρατηρείται δηλαδή δτι: μέ μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων σποράς έιτυ-
χνάνονται μικρότεροι συντελεστές αναπτύξεως αυτών καί στους δύο τύπους 
μικρών καλλιεργειών. 'Ακόμη στους δύο αυτούς τύπους καλλιεργειών ό τελι
κός αριθμός κυττάρων κατά τήν συλλογή των, είναι μεγαλύτερος όταν είναι 
αυξημένος ό αριθμός κυττάρων σποράς. 

2. Καλλιέργειες σέ μεγάλους ζημωτές 

Ή περιεκτικότητα σέ κύτταρα μπορεί τελικώς σέ 48 ώρες, νά φθάσει έως 
400 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. 

Λόγω κατασκευής τοΰ συστήματος άναδεύσεως, ή ανάδευση τών κυττά
ρων παραμένει σταθερή καθ' δλη τή διάρκεια τής καλλιέργειας κι' ύστερα άπό 
πειραματικές καλλιέργειες έχει ρυθμιστεί σέ ώρισμένο πλάτος δονήσεως ξεχω-
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ριστά για κάθε ζυμωτή. Στον ζυμωτή των 20 λ. δταν γίνεται ή σπορά καλ
λιέργειας μέ 20 — 30 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. ό μέσος ορός συντελεστού, αναπτύ
ξεως κυττάρων είναι στις 24 και 48 ώρες 2,65 και 4,8 αντίστοιχα και ό τελι
κός αριθμός κυττάρων κατά μέσο δρο 125,4 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. 

Μέ μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων σποράς, μέσος ορός 54,84 χ ΙΟ4 κύττα
ρα/κ.έκ., ό συντελεστής αναπτύξεως κυττάρων είναι 2,22 καί 4,36 στά πιο πά
νω χρονικά διαστήματα καί ό τελικός αριθμός κυττάρων είναι 239,22 x ΙΟ4 

κύτταρα/κ.έκ. Κι εδώ οί συντελεστές αναπτύξεως είναι μικρότεροι όταν ό 
αριθμός κυττάρων σποράς είναι πάνω άπό 30 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. (κατά μέσο 
δρο 54,84 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ.). 

Ό τελικός αριθμός κυττάρων πού συλλέγεται είναι ικανοποιητικός (137,5 
— 375 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ.). Το ίδιο περίπου συμβαίνει καί στους ζυμωτές 
των 100 λ., γι' αυτό δταν ή έναρξη της καλλιέργειας γίνεται μέ 20 — 30 χ 
ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. παρατείνεται ή καλλιέργεια συνήθως έως 72 ώρες ώστε να 
φθάσει ό τελικός αριθμός κυττάρων σέ ικανοποιητικά δρια γιά συλλογή, μέ
σος δρος 204,75 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. 'Ενώ γιά μεγαλύτερο αριθμό κυττάρων 
σποράς το 48ωρο της καλλιέργειας είναι αρκετό γιά νά πραγματοποιηθεί ή 
συλλογή τών κυττάρων. Μέσος δρος 218,5 χ ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. Έτσι ή συνε
χής λειτουργία του ζυμωτού τών 20 λ. γιά παραγωγή κυττάρων σποράς τών 
δύο μεγαλυτέρων ζυμωτών, επιτρέπει τήν παραγωγή 70 — 80 λ. εναιωρήματος 
κυττάρων άνά ζυμωτήν, μέ 150 — 300 x ΙΟ4 κύτταρα/κ.έκ. άνά 2ήμερο ή 3ή-
μερο. Τα κύτταρα συλλέγονται σέ υάλινα δοχεία τα όποια τοποθετούνται σέ 
-=-4°C. Παραμονή αυτών επί 24ωρο στό ψυγείο δέν είναι αρκετή γιά τήν καθί
ζηση τών κυττάρων στον πυθμένα τών δοχείων. Χρειάζεται 48ωρος παραμονή 
γιά νά κατακαθήσουν πλήρως τά κύτταρα. Τότε το υπερκείμενο υλικό πού 
αφαιρείται στή συνέχεια, περιέχει ελάχιστα αιωρούμενα κύτταρα <20 x ΙΟ4 

κύτταρα/κ.έκ. κι' έτσι ή απώλεια κυττάρων είναι ελάχιστη. 

Β. Παραγωγή ίου Α.Π. 

Τά κύτταρα έπαναιωροΰνται σέ υλικό συντηρήσεως Hanks: (Ph = 7,4 — 
7,6) εντός μεγάλου ζυμωτού ώστε ό αριθμός των νά είναι περίπου 2 — 2,5 x 
ΙΟ6 κύτταρα/κ.έκ. υλικού καί προστίθεται ιός Α.Π., πρόσφατης παρασκευής σέ 
μονόστοιβα κυτταροκαλλιεργήματα ΒΗΚ. Λόγω του υψηλού αριθμού κυττά
ρων, τό Ph του υλικού κατέρχεται κατά τις πρώτες ώρες της καλλιέργειας. 
Ρυθμίζεται μέ τή βοήθεια ηλεκτροδίου τό Ph έτσι, ώστε μέ τήν παροχή αέρα 
βάθους νά μήν κατέρχεται < του 7,2. 'Έτσι αποφεύγεται ή όξίνιση του υλικού 
πού είναι επιζήμια γιά τήν ακεραιότητα του ιού Α.Π. Ή καλλιέργεια τοΰ ιού 
διαρκεί περίπου 24 ώρες. Τά κύτταρα καταστρέφονται, στή μικροσκοπική εξέ
ταση τά νεκρά παίρνουν τό χρώμα της χρωστικής (Trypan Blue) καί ό ιός 
συλλέγεται δταν στό καλλιέργημα δέν υπάρχουν παρά ελάχιστα ζώντα κύττα
ρα. 'Επακολουθεί ή συνήθης επεξεργασία τοΰ ίου γιά τήν παρασκευή εμβο
λίων. Μέ 140 λ. εναιωρήματος κυττάρων παράγονται 100 λ. περίπου ΐοΰ Α.Π. 
μέ τόν όποιο παρασκευάζεται μονοδύναμο άντιαφθωδικό εμβόλιο 20.000 δό-
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σεων περίπου. Οί παράμετροι τοϋ ίου Α.Π. πού παράγεται επί κυττάρων ΒΗΚ 
αίωρήσεως είναι στα ϊδια περίπου δρια μέ αυτές τοϋ ίου πού παράγεται σέ μο-
νόστοιβα κυτταροκαλλιεργήματα, διατηρείται δηλαδή ή ευαισθησία των κυτ
τάρων στα έμβολιαστικά στελέχη του Α.Π. Ο ρ Α πλατύ καί C, Detmold. Οί 
τίτλοι τοϋ παραχθέντος ίου έχουν ως έξης: 

— Εκτροπή τοϋ συμπληρώματος: Αίμόλυση 50% = 0,50 κ.έκ. C 72 5. 
— Κυτταροπαθογόνος δράση (DICT50) = J 0 _ 7 _ 1 0 - 8 / κ έ κ 

— Μονάδες σχηματισμού πλακών (PFU50) = 
— Θανατηφόρος δόση νεογ. μυών (DL50) = ΙΟ - 6 - 5 — 10~8,5/κ.έκ. 
Αυτές οί παράμετροι αποτελούν ενδείξεις μόνο της ποιότητας τοϋ ΐοϋ 

Α.Π. Ό έλεγχος της ανοσοποιητικής ικανότητας τών παραγομένων μέ τέτοιο 
ιό εμβολίων σέ πειραματόζωα καί ιδίως βοοειδή, αποτελεί το τελικό κριτήριο 
για τήν ποιότητα τών εμβολίων αυτών. 

Γ. Έλεγχοι εμβολίων 

Στον πίνακα II αναφέρονται τα δεδομένα έλεγχων δύο σειρών διδυνάμου 
άντιαφθωδικού εμβολίου τύπου ΑΟ καί μιας σειράς τριδυνάμου τύπου AOC. 

1. Προστατευτική δόση ίνδοχοίρων 50% 

Όπως φαίνεται στον πίνακα II ή ΠΔΙ5 0 στα διδύναμα εμβόλια είναι για 
τον τύπο Α = 0,06 καί 0,08 κ.έκ. εμβολίου καί για τον τύπο Ο 0,12 καί 0,20 
κ.έκ. εμβολίου. Στο τριδύναμο εμβόλιο ή ΠΔΙ5 0 για τον τύπο Α είναι 0,48 για 
τον Ο = 0,12 καί για τον τύπο C = 0,20 κ.έκ. εμβολίου. Τα δεδομένα αυτά 
μας δείχνουν δτι τα εμβόλια πού παράγονται μέ ιό καλλιεργηθέντα σέ κύττα
ρα ΒΗΚ αίωρήσεως είναι στα Ίδια δρια προστασίας ίνδοχοίρων μέ τα παρα
σκευαζόμενα μέ ΐό καλλιέργειας σέ μονόστοιβα κύτταρα ΒΗΚ. 

2. Έλεγχος αποτελεσματικότητας σέ βοοειδή 

Ελέγχθηκαν σέ βοοειδή δύο σειρές διδυνάμου εμβολίου. Στή μιά σειρά, ή 
μόλυνση τών βοοειδών έγινε μέ ίό Α. Τα 5 έμβολιασθέντα βοοειδή άντέστη-
σαν στή μόλυνση, προστασία 100%, ενώ ό μάρτυρας τοϋ ΐοϋ έγενίκευσε. Ή 
άλλη σειρά ελέγχθηκε μέ ίό 0 καί 4 έμβολιασθέντα βοοειδή άντέστησαν στή 
μόλυνση, προστασία 80%, ένα έμβολιασθέν καί ό μάρτυρας έγενίκευσαν. Πα
ρατηρούμε δηλαδή δτι τα έλεγχθέντα εμβόλια προστατεύουν ικανοποιητικά τά 
βοοειδή πού αποτελούν το πρότυπο πειραματόζωον, ως κατ' εξοχήν ευαίσθη
τα στον Α.Π., για τον έλεγχο αποτελεσματικότητας τών άντιαφθωδικών εμβο
λίων. 

Ή στάθμη τών όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων τών έμβολιασθέντα)ν 
βοοειδών είναι υψηλή· οί μέσοι δροι τών τίτλων τών δύο σειρών εμβολίου εΐ-
ναι: για τον τύπο Ο = 10 - 1 ' καί Ι Ο - 1 , 9 9 ,γιά τον τύπο Α = 1 0 - 2 ' 0 2 καί 
1 0-2,19 
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3. 'Ορολογικός έλεγχος στα πρόβατα 

Ελέγχθηκε τριδύναμο εμβόλιο AOC. Όπως παρατηρούμε στον πίνακα II 
και στά πρόβατα ή στάθμη των όροεξουδετερωτικών αντισωμάτων είναι εξ' ί
σου υψηλή με τα βοοειδή. Ό μέσος δρος των τίτλων είναι: για τόν τύπο Ο = 
K T 1 ' 9 0 ,γιά τόν τύπο Α = ΙΟ" 2 ' 0 0 ,γιά τόν τύπο C = Ι Ο - 1 ' 8 3 . 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

'Από το 1964 άρχισε στο 'Ινστιτούτο Αφθώδους Πυρετού ή χρησιμοποίη
ση μεθόδου καλλιεργειών κυττάρων ΒΗΚ σέ μονόστοιβα κυτταροκαλλιεργή-
ματα περιστρεφόμενων φιαλών γιά παραγωγή ΐοϋ Α.Π. προοριζομένου για άν-
τιαφθωδικά εμβόλια. Ή μέθοδος όμως αυτή παρουσιάζει τό μειονέκτημα νά 
απαιτεί χρόνο, πολύ προσωπικό, είναι δηλαδή δαπανηρή καθώς επίσης καί 
πολύ κοπιαστική. 

Μέ τήν εγκατάσταση στο 'Ινστιτούτο ζυμωτών ωφέλιμης χωρητικότητας 
ενός τών 20 λίτρων καί 2 τών 100 λίτρων αρχίσαμε πειράματα γιά τήν παρα
γωγή κυττάρων ΒΗΚ αίωρήσεως καί τήν παραγωγή έπ' αυτών ίου Α.Π. 'Από 
τα αποτελέσματα πού αναφέρθηκαν παραπάνω προκύπτουν τα έξης: 

Μέ τήν μέθοδο αυτή τών κυτταροκαλλιεργημάτων αίωρήσεως, επιτυγχά
νονται κυτταροκαλλιεργήματα 70—80 λίτρων/1 ζυμωτή μέ 1,5 — 3 x ΙΟ6 κύτ-
ταρα/κ.έκ. εντός 2-3 ήμερων. Μέ τά κύτταρα αυτά μπορεί νά παρασκευασθεί, 
εντός υλικού Hanks, εναιώρημα 100 λίτρων περίπου μέ 2 — 2,5 χ ΙΟ6 κύττα-
ρα/κ.έκ. γιά καλλιέργεια ιού Α.Π. Ό ιός καλλιεργεί εντός 24 ωρών περίπου 
καί οί παράμετροι άντιγονικότητάς του είναι στά ίδια περίπου δρια μέ εκείνες 
τού ίου πού παράγεται σέ μονόστοιβα κυτταροκαλλιεργήματα. Δηλαδή τά 
κύτταρα διατηρούν πλήρως τήν ευαισθησία των στον ίό τού Α.Π. 

Οί έλεγχοι τών εμβολίων πού παρήχθησαν μέ io καλλιεργηθέντα σέ κύτ
ταρα ΒΗΚ αίωρήσεως έδειξαν δτι τά ορολογικά δεδομένα καί ή χορηγούμενη 
ανοσία σέ πειραματόζωα (Ίνδόχοιροι — βοοειδή — πρόβατα), κυμαίνονται επί
σης στά ίδια δρια μέ τόν ίό πού παράγεται επί μονόστοιβων κυτταροκαλλιερ
γημάτων. Μέ τήν μέθοδο καλλιέργειας κυττάρων ΒΗΚ αίωρήσεως, οί χειρι
σμοί περιορίζονται στο ελάχιστο, οί εργασίες γίνονται στον ίδιο χώρο· μέ τήν 
προμήθεια δέ ζυμωτών μεγαλύτερης χωρητικότητας είναι δυνατόν ν' αύξηθή 
ή παραγωγή ακόμη περισσότερο. 'Αποφεύγεται ή διασπορά τού ιού λόγω τού 
κλειστού κυκλώματος τών εργασιών, ή ποιότητα δέ τού παραγομένου ιού 
Α.Π., μέ τήν μέθοδο αυτή, επιτρέπει τήν παρασκευή εμβολίων πού χορηγούν 
ικανοποιητική ανοσία. Τά μειονεκτήματα της μεθόδου είναι, τό πρόβλημα τών 
μολύνσεων τών κυτταροκαλλιεργημάτων άπό μικρόβια, μύκητες κ.λ.π. καί ή 
εξεύρεση ικανής ποσότητας ορού γιά τήν παρασκευή υλικών καλλιέργειας 
κυττάρων, όπως τό ίδιο άλλωστε ισχύει καί γιά τις μονόστοιβες κυτταροκαλ-
λιέργειες· αυτό συμβαίνει διότι ό αριθμός τών σφαζομένων μόσχων στά σφα
γεία της περιοχής μας, άπ' δπου προμηθευόμαστε τόν ορό, είναι περιορισμέ
νος. 



- 2 0 5 -

ΠΕΡΙΛΗΤΗ 

Μέ τήν εφαρμογή της μεθόδου καλλιέργειας κυττάρων ΒΗΚ αίωρήσεως 
σέ ζυμωτές των 100 λίτρων, επιτυγχάνονται εντός 48-72 ωρών κυτταροκαλ-
λιεργήματα 1,5 — 3 x ΙΟ6 κυττάρων/κ.έκ. Τα κύτταρα διατηρούν τήν ευαι
σθησία τους στά έμβολιαστικά στελέχη ίου Ο, Α Πλατύ και C, Detmold, οί 
περάμετροι άντιγονικότητας τού ιού πού παράγεται σέ τέτοια κύτταρα είναι 
ικανοποιητικές και παρασκευάζονται εξ' αύτοΰ εμβόλια πού παρέχουν ικανο
ποιητική ανοσία στά βοοειδή καί πρόβατα. 
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