Nr 11

MEDYCYNA WETERYNARYJNA

Rok XXVIII

ZDZISLAW LARSKI, JERZY WISNIEWSKI

Badania wartosci uvodparniajacej podjednostek wirusa choroby
Newcastle

Zespol Mikrobiologii Weterynaryjnej Instytutu Chordb Zakaznych i Inwazyjnych WSR w Olsztynie
Kierownik: prof. dr Z. LARSKI

Wprowadzanie do organizmu zywych atenuo-
wanych szczepow wiruséw zawsze stwarza nie-
znaczng (12), ale realng mozliwosé wystapienia
rewersji do form zjadliwych. Trzeba si¢ z tym
liczy¢ szczegolnie przy szezepieniach drobiu i
$win, gdyz masowo$¢ hodowli tych zwierzat
oraz stala wymiana poglowid umozliwia szyb-
kie pasaze wirusa w naturalnych i stosunkowo
mlodych gospodarzach (16, 28). Stosowanie zy-
wych szczepionek moze zainicjowaé nickorzyst-
ne nastepstwa — uczulenie autoimmunologicz-
ne, zmiany chromosomalne, onkogeneze (11).

Ustabilizowane szczepy Roakin i La Sota
uzywane do produkcji szczepionek sa starymi
muzealnymi szczepami, kidre moga wykazywac
pewne roznice w poréwnaniu ze zjadliwymi
szcezepami terenowymi, stykajagcymi sie z uod-
porniong populacjg ptakéw. Ta nieznaczna na-
wet rozbieznos¢ immunologiczna moze byc¢
przyczyng niezadawalajacych efektéw epizootio-

logicznych szczepien, mimo dobrego dzialania
ochronnego (23, 24).
Najpowazniejszg jednak wada szczepionek

zywych jest to, ze zawiera¢ moga tez inne wi-
rusy pochodzace z biologicznego podloza, w
ktorym namnozono zasadniczy wirus. To ,za-
nieczyszczenie” jest szczegdlnie duze przy uzy-
ciu zarodkow kurzych, najgrozniejszy zas czyn-
nik stanowi wirus bialaczki (2). W USA od
1969 r. wprowadzono $ciste rygory przy pro-
dukcji szczepionek dla drobiu (29). Inny sposéb
unikniecia tego niebezpieczenstwa stanowi uzy-
cie tkanek heterologicznych (np. ssakéw) do na-
mnazania wirusa. Badania takie prowadzono
tez w Polsce (21, 31). Jednak ,,bariera gatunko-
wa’” dla wiruséw nowotworowych nie jest tak
mocna jak dawniej sadzono.

Te wady szczepionek zywych, omoéwione
szczegolowo w innej pracy (22), stanowig po-
wod prowadzonych ostatnio dosé intensywnych
badan nad szczepionkami inaktywowanymi.
Duzg wadg tych ostatnich jest wysoki koszt za-
biegédw profilaktycznych. Material wirusowy
zebrany z jednego zalezonego jaja uzyty w po-
staci szczepionki zywej pozwala zaszczepic
okolo 20 000 kur, natomiast w postaci inakty-
wowanej tylko okolo 10 ptakdw.

Scholtissek (33) sugerowal mozliwo$¢ uzycia
szczepionek czesciowo inaktywowanych — brak
dotad danych co do praktycznych zastosowan.

Spore zainteresowanie budzi ostatnio mozli-
wosé uzycia tzw. szczepionek | czastkowych’”,
,rozbitych”, ktéore uzyskuje sie przez dezin-

tegracje wirionu na podjednostki, gléwnie
przy pomocy Tweenu-80 i eteru. Powoduje to

nie tylko usuniecie zakaZnosci (zniszczenie
kwasu nukleinowego) ale i zwiekszenie po-
wierzchni antygenowo czynnych skladnikéw

otoczki, oraz uwolnienie, ,,zdemaskowanie” u-
krytych glebiej komponentow antygenowych
(6, 18); to moze ulatwi¢ zlikwidowanie zjawi-
ska ,,pierworodnego grzechu imunologicznego”
tak niekorzystnego przy szczepieniach przeciw
grypie (4, 7, 10, 36).

Pierwsze proby dotyczyly szczepionek prze-
ciw odrze (11, 35). Wykazano tez wartosé im-
munogenng podjednostek wirusa grypy (9, 17,
37), rézyczki (25, 34), stomatitis vesicularis,
adenowirusow (cyt. za 3), wirusa wscieklizny
(3, 32), grypy koni (27), oraz wirusa Chikun-
gunya (5). Przez dzialanie dezoksycholanem so-
du uzyskano antygenowo czynne podjednostki
szczepdw wirusa grypy Ag A Ay B 1 grypy
Swin (8). Badano rowniez wlasciwosci uodpar-
niajgce frakcji adenowirusow, zawierajacej an-
tygeny rozpuszczalne (14).

W dostepnym pidmiennictwie brak danych
dotyczacych warto$ei immunogennej szczepio-
nek zawierajacych podjednostki wirusa choro-
by Newecastle. Mozliwe, ze nie podejmowanie
tego tematu jest uzasadnione przestankami eko-
nomicznymi. Patrzac jednak na to zagadnienie
przyszlosciowo, nie tylko pod katem unikniecia
strat w hodowli, ale z uwagi na zdrowie ludzi,
wydalo sie celowym wykonanie takich badan;
finansowane one byly glownie przez PZBP
Biowet w Pulawach.

Materiat i metody

Szezepy wirusa choroby Newecastle: 1) mezogeniczny
szezep Roakin, miano LD;, dla zarodkéw kurzych
10-%7, miano HA 1:640, 2) zjadliwy szczep Radom, mia-
no LDy, dla zarodkéw 10-%5 miano HA 1:320.

Jaja zalezone pochodzily od kur szczepionych prze-
ciw rzekomemu pomorowi drobiu.

Podjednostki wirusa uzyskano metoda Kol¢urinej i
wsp.  (15) przy uzyciu Tweenu-80 (Schuchardt,
Minchen) i eteru: wiriony rozbijano tez przy pomocy
dezoksycholanu sodu (8).

W badaniach wartosci uodparniajgcej uzyto kurcze-
ta rasy karmazyn, w wieku 10 tygodni oraz kury do-
roste a takze kréliki rasy nowozelandzkiej bialtej, w
wieku okolo 10 tygodni, wagi 2—2,5 kg.

Odczyn zahamowania hemaglutynacji wykonano me-
todg Beacha (1), a w odczynie seroneutralizacji sto-
sowano rozcienczenia surowic oraz stala dawke 500
LD;, wirusa szczepu Roakin; mieszanine inkubowano
w 37°C przez 1 godzine przed inokulacjg zarodkow.
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Wyniki

Wladciwodci zawiesiny wirusa
poddanej rozbiciu. Preparat TE, uzy-
skany wskutek dzialania Tweenu i eteru wy-
kazywal 4-—-8-krotny wzrost aktywnosci hema-
glutynacyjnej — miano HA wynosilo 1:2560 do
1:5120. Traktowanie wirusa dezoksycholanem
sodu spowodowalo 32-krotny spadek miana HA.

Preparat TE w badaniach na zarodkach wy-
kazywal sladows zakaZno$é. Jego miano LD,
wynosilo 101/0,1 ml, a wiec 1 ml zawieral 100
LDgy. Preparat wprowadzony kurom w dawece
1 ml domiedniowo spowodowal powstanie prze-
ciwcial HI; &rednia geometryczna miana suro-
wic w 17, 36, 77 i 117 dni po szczepieniu wy-
nosita kolejno — 363, 224, 188 i 25.

Dla uzyskania materialu catkowicie wolnego
od wirusa stosowano dluzszy okres dzialania
tweenu-eteru — od 2 do 6 godzin w tempera-
turze pokojowej oraz w temperaturze lodéwki
(4°C) oraz samego eteru przez 7 godzin w tem-
peraturze pokojowej: miano HA nie ulegalo
dalszemu wzrostowi a material zachowywal da-
lej sladowg zakazno$é.

~ Tab. 1. Wiasciwos$ci uodparniajgce szczepionek TEF i TEAF

Do badania wartodci uodparniajgcej TEF
i TEAF uzyto 4 grupy po 11 kurczat, ktére
zaszcezepiono domie$niowo. Wyniki badania su-
rowic na obecno$¢ przeciwcial HI przedstawia
tab. 1. Ponadto w 45 dni po szczepieniu wy-
konano u 6 ptakéw kazdej grupy badania su-
rowic w odczynie SN. Wyniki byly nastepuja-
ce: TEF (1 ml) — u jednego ptaka 1:5; TEF
(0,25 ml) — ujemny; TEAF (2 ml) — u jednego
ptaka 1:20, u dwu 1:5; TEAF (0,5 ml) —
u jednego ptaka 1:5.

W 57 dni po szczepieniu po 4 ptaki z kazdej
grupy eksponowano na kontaktowe zakazenie,
wprowadzajac do pomieszezenia kury zakazone
dotchawicowo dawka 0,2 ml rozcienczenia 1072
szczepu zjadliwego Radom; drugi challenge
wykonano w 90 dni po szczepieniu. W 17 dni
po pierwszym, a w 19 dni po drugim challen-
ge’u badano reakcje anamnestyczng u kur, kto-
re oparly sie zakazeniu. Wyniki podano w tab. 1.

Warto§é wuvodparniajgca 1ilo$ci
wirusa odpowiadajgcej $§ladowe]
zakazno$ci. Odpowiednim rozcienczeniem
szczepu Roakin (seria Nr 30170 szczepionki ,,R”

T ; |
pieni 94
P - 14 21 29 | 36 45 o7 74 113
3 [ I o
SZrEe- e | |
pionki ~ | | . | -
= e ! ! —= :
TEF (1 mi) : | = 33 42 | | = || 4/ Nie badano
TEF 025w | — | 2 | & | 81 | — I B Nie badano
TEAF@m) | — | 8 | 3 | 13 | 3 1| oa 3550 | 14 | 3980
TEAF 05ml) | — | 2 19 || s | A | = 1/4 | 1590 | L1/4 5120
W kolumnach oznaczonych I i IT (dzienn pilerwszego i drugiego challenge’u) licznik podaje liczbe ptakow paditych, mia-
nownik — Iliczbe eksponowanych na zakazenie; pozostale wartoSci — Srednie geometryczne mian HI surowic grupy kur.

Wltadciwosdcli immunogenne szcze-
pionek sporzgdzonych z prepara-
tu TE. Dla usuniecia sladowej zakazno$ci pre-
paratu TE dodano do niego formaling w sto-
sunku 1 : 2000, wstrzasano przez 30 minut, po-
zostawiono w temperaturze pokojowej przez 18
godzin, po czym przenoszono do lodéwki. Ta
szczepionka oznaczona TEF (czastkowa formo-
lowa) nie wykazywala zakazno$ci dla zarodkéw
kurzych.

Ponadto z materialu TE sporzadzono szcze-
pionke adsorbowang na ANOH);, inaktywowang
formaling przy uzyciu metody Trauba (z drob-
nymi modyfikacjami): preparat TE zmieszano
z réwna objetoscig 2% wodorotlenku glinu (pro-
dukcji Drwalewskich Zakladéw Przemystu Bio-
weterynaryjnego), wstrzasano przez 2 godziny,
po czym do zawiesiny dodano formaline w sto-
sunku 1:2000 i ponownie wstrzasano przez 30
minut, nastepnie pozostawiono w temperaturze
pokojowej ma 18 godzin i przenoszono do lo-
dowki. W tej szczepionce, oznaczonej symbo-
lem TEAF nie stwierdzono obecnosci wirusa.
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Biowet) zawierajacym w 1 ml 100 LD;, wirusa
zaszcezepiono domiesniowo 10 kur., Zareagowaly
wytworzeniem przeciwciat HI a $rednia geo-
metryczna miana w 17 dni po szczepieniu wy-
nosita 1023.

Poziom przeciwcial HI u kroéli-
kow uodpornionych szczepem
Roakin i preparatem TE. Do badania
uzyto dwie grupy po 5 krolikéw, ktoérym
wprowadzono material dozylnie czterokrotnie
w ilogéci po 0,5 ml w odstepach dwu dni (8) a
nastepnie dawke przypominajacg w 42 dni po

rozpoczeciu immunizacji; jeden z krélikow
grupy szczepionej preparatem TE padl =z
powodu choroby nie majacej przyczynowe-

go zwigzku z uodparnianiem. W 17 dni
od rozpoczecia szczepienia w pobranej krwi
stwierdzono obecnod¢ przeciwcial HI; $rednia
geometryczna miana w grupie TE wynosita 32,
a w grupie zwierzat uodpornionych szczepem
Roakin 47 a reakcja anamnestyczna w 4 dni po
podaniu dawki przypominajacej wyrazata sie
mianem 240 i 251.
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Omdéwienie

Do rozbijania wirionéw przy pomocy twe-
enu-eteru wybrano metode zastosowang przy
innych wirusach grupy Paramyxo (15). Dowdd
uzyskania podjednostek stanowil wyrazny
wzrost aktywnesci hemaglutynacyjnej otrzy-
manego preparatu TE, w pordwnaniu do za-
wiesiny wyjéciowej, jednak pewna $ladowa za-
kazno$¢ wskazywala, ze nie uzyskano przy tym
rozbicia wszystkich czastek wirusa. Poniewaz
jego inaktywacja stanowila jedno z gléwnych
zalozen podjetych badan, probowano stosowaéd
dluzsze okresy dzialania tweenu-eteru a takze
samego eteru (do 7 godzin), co jednak nie dalo
efektu, chociaz powszechnie uznaje sie wrazli-
wo$¢ wirusa choroby Newcastle na eter; bada-
nia wlasne z uzyciem szczepu Roakin dowiodly,
ze mozna droga specjalnych zabiegdw uzyskaé
szczep eterooporny (19),
szczep wykazywal wiekszg wrazliwo$é na eter
niz w niniejszym do$wiadczeniu. Byé moze,
réznice opornosci sg zalezne nie tylko od rodza-
ju szczepu, co wykazali Schiifer 1 Rott (cyt. za
30), Larski (20), oraz Reda i Ahmed (30), lecz
takze w obrebie jednego szczepu, zalezne od
pewnych czynnikéw, na przyklad zwigzanych
z namnazaniem materialu wirusowego.

Przy uzyciu dezoksycholanu sodu uzyskano
produkt o niskim mianie HA. W pismiennictwie
brak zgodnosci co do wplywu tego zwiazku mna
aktywnos$¢é hemaglutynacyjng wirusow — jedni
stwierdzili jej spadek (8, 13. 32), podobnie jak
w naszych badaniach, inni brak zmian lub na-
wet wzrost (26, 37). Z uwagi na niskie miano
HA uzyskanego przez nas preparatu oraz za-
chowanie $ladowej zakaZnosci, zrezygnowano
7 badania jego wlasciwosei antygenowych.

Preparat TE wprowadzony kurom wykazal
dobre wlasciwodci uodparniajace. Jednakze
resztkowa zakazno$é stanowila nie tylko nie-~
pozadang wlasciwos$¢ z uwagi na cel — uzyska-
nie szczepionki inaktywowanej, ale nie pozwa-
lala wyciggnaé¢ wnioskéw co do wartosci uod-
parniajacej samych podjednostek. Wymagalo to
uprzedniego usuniecia tej szczatkowej zakaz-
nosci i w tym celu uzyto formaliny w konco-
wym stezeniu 1:2000. W podobnych badaniach
preparatéw podjednostek wirusa wscieklizny
Crick i Brown (3) stosowali w tym celu acetylo-
etyloimine.

Preparat TE poddany dzialaniu formaliny —
szczepionka TEF, wykazywal bardzo slabe wla-
Sciwosel uodparniajgce. Nieco lepsza pod tym
wzgledem okazala sie szczepionka TEAF, spo-
rzadzona z TE przez adsorpcje na Al{OH); i'na
inaktywacje formaling. Takze podjednostki in-
nych wiruséw dopiero po dodaniu do nich adiu-
wantéw zapewniaja odporno$é mniej wiecej ta-
ka sama jak normalne szczepionki inaktywowa-
ne (5, 6, 25, 27).

Jednak nawet szczepionka TEAF znacznie
ustepowala wyjSciowemu preparatowi TE.
Przyczyna tego mogl byé albo ujemny wplyw

jednak wyjsciowy .

formaliny na wlasciwosci antygenowe podjed-
nostek, lub usuniecie Sladowej zakazno$ci jako
czynnika indukujacego produkcje przeciwcial.
Dla wyjasnienia tego wykonano dodatkowe do-
Swiadczenia. Wynik badania aktywnosci im-
munrogennej szczepu Roakin w rozciefnczeniu
zawierajacym ilo$é wirusa, odpowiadajaca $la-
dowej zakaznosci TE dowodzi, ze wartoéé¢ tego
preparatu mozna wytlumaczyé dzialaniem zy-
wych czastek wirusa, ktére nie ulegly dezin-
tegracji pod wplywem {weenu-eteru. Wyniki
uzyskane przy uodparnianiu krolikéw, w kto-
rych organizmie wirus choroby Newcastle nie
namnaza sie, wskazujg, Ze podjednostki wiru-
sa (TE) maja dzialanie uodparniajgce. Zatem
utrate takiego efektu po wprowadzeniu kurom
preparatu TEF, to jest TE inaktywowanego
formaling, moznaby rowniez odnie$¢ do ujem-
nego wpiywu tej ostatniej na wlasciwosei im-
munogenne podjednostek; dzialanie takie
stwierdzono przy sporzadzaniu szczepionki
czastkowe] przeciw rézyczce (34). Fenters i
wsp. (9) po rozbiciu tweenem-eterem inakty-
wowanej formaling, handlowej szczepionki
przeciw grypie, stwierdzili wzrost wartoscl
uodparniajacej; w tym jednak przypadku od-
mienne byly warunki ekspozycji podjednostek
na dzialanie formaliny, zwigzanej z wirionami
juz przed ich dezintegracja.

Uzyta przez nas metoda sporzadzania szcze-
pionki z podjednostek wirusa choroby New-
castle nie pozwala otrzymaé preparatu inakty-
wowanego a po dodatkowym stosowaniu for-
maliny ma on niskg wartos¢ immunogennag,.
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Japcku 3., Bucbueecku E. — VicenenopaHus ¥MMMYEO-

I'eHHBIX CBGIICTE CYOBEIMHNKII BUPYCA AZMATCEOI UYyMET
uruiy (ND).

Obpaborka mwramma Poaxyn Bupyca ND TeuHOM -—
80 1 scdupom B Tedenne 1 yaca B KOMHATHOI TeMIc-
paType BhI3Balo 4—8 KpaTHBIM POCT reMarrjoTHHA-
muoHHOoro Ttutpa (HA). Iloanydennniit upenapar (TE)
OPOABIAJN OCTATOYHYH) MHMERIMOHHOCTL IJId KypU-
HBIX 9SMOPUOHOB M BBI3BIBaN 00pa30BaHMe aHTUTed HI
Y BaKUMHMPOBAHHBIX BHYTPMMBIIIEYHO Kyp. Ilociae
yOameHMsa OCTATOYHOM MH(EKITMOHHOCTY (DOPMOJIOM,
noaydeHHBIT nOpenapar (TEF) moTepsal B 3HAYMTEIhL-
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il 2O L

HOJ CTeNneHM CBOM MMMYHOTEHHBIE CBOJICTBR; OHM MOIJIN
OBITH YACTMYHO BOCCTAHOBJEHLI MyTeM TOOABKM A BIO-
BaHra Al(OH);. JobapovHbIE MCCIETOBAHMA TAKOM BaK-
uuns! (TEAF) nposemeHHbIe IJIf BEIACHEHUA SABISSTCI
I TOTepPd WMMMYHOTEHHBIX CBO¥CTB I1ocsie noGaBKM
chopMaauHa mocsenCcTEMEM MHAKTUBAIMM IHedbLIX BU-
PMOHOB HIPUCYTBYIOIIMX elle B BakKumMHe TE nam gei-
cTBUA opManMHa HMa CYOBeAMHWUOLI, IIO3BAJSAIOT II0-
jarartbh, 9To 00a MexXaHwu3Ma MOIJVIM CBITPaTh 37lech He-
KOTOPYI POJb.

Larski Z., Wisniewski J. — Studies of the immuno-
genic value of Newcastle Disease Virus subunits.

The treatment of Roakin strain of Newcastle Di-
sease Virus with Tween 80 and ether during one hour
at room temperature caused a 4—8 increase of HA
titer. The obtained TE preparation showed the re-
sidual infectivity for chick embryos and induced the
HI-antibody production in intramuscularly vaccinated
chickens. After removal of the remnant infectivity
with formol, the immunogenic value of the obtained
TEF preparation was markedly reduced; it could be
partially. enhanced by adding of AI{OCH); — TEAF-
vaccine.* Additional experiments performed to explain
it the loss of immunizing properties after formol tre-
atment was due to inactivation of intact virions pre-
sent in TE-vaccine, or tc the action of formol on the
subunits, alow to conclude that both mechanism could
play the role.
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Dodawanie antybiotykéw do pasz przemy-
stowych uzywanych do skarmiania zwierzat
uzytkowych ma zaréwno swoich zwolennikéw
jak i przeciwnikéw. Wedlug pierwszych, do-
mieszka antybiotykéw do paszy zmniejsza
Smiertelnoé¢, warunkuje lepszy wzrost (23)
i rozwoj zwierzat jak rowniez lepsze wykorzy-
stanie przez nie paszy (13). Wedlug innych (29)
dodatek oksytetracykliny do karmy nie wply-
wa na ciezar jak i wymiary narzadéw we-
wnetrznych prosigt a przyrosty wagowe sa na-
wet mniejsze. Tetracyklina dziala réwniez ha-
mujgco na wzrost kosci u niemowlat oraz u
mlodych zwierzat (19).

Wedlug Pest’a (22) u konwencjonalnych,
zdrowych swin stosunek drobnoustrojéw z ro-
dzaju Lactobacillus, Streptococeus gr. D i
Escherichia jest na og6l staly i pozornie nie-
zalezny od zywienia, warunkéw wychowu a
czgSciowo 1 wieku. Zdaniem innych badaczy
(8, 9, 10, 14, 17, 30, 31, 32) mikroflora przewo-
du pokarmowego zwierzat i ludzi zdecydowa-
nie podlega jednak réznorodnym wplywom.

Antybiotyki podawane per os wywierajg
wplyw na flore bakteryjng przewodu pokar-
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mowego zaréwno w sensie ilo$ciowym, jak
i jakoSciowym. Zmiany te zalezne sg od rodza-
ju, dawki i czasookresu stosowania danego
antybiotyku, wieku i gatunku zwierzecia a uste-
puja wedlug réznych autoréw juz na 1—2
dzien, miedzy 1—6 dniem lub nawet dopiero
3—4 tygodnie po zaprzestaniu kuracji anty-
biotykowej. Niektorzy badacze (18, 21) donosza
o wzroécie ogdlnej ilosci wszystkich —bakterii
tlenowych w przewodzie pokarmowym zwie-
rzat pod wplywem tetracyklin. Natomiast wed-
lug Pest’a (23) trwale zywienie antybiotykami
nie jest w stanie zmienié¢ stalego skladu flory
bakteryjnej jelit. Autor ten nie stwierdzal bo-
wiem jakichkolwiek zmian liczbowych i skla-
dowych przesunie¢ pod wplywem oksytetracy-
kliny.

Celem pracy bylo okreslenie wplywu dlugo-
trwalego podawania prosietom tetracykliny na
sklad ilodciowy drobnoustrojow z rodzaju Lac-
tobacillus, Escherichia, Streptococcus gr. D
(enterokoki) i Bacteroides w przewodzie po-
karmowym tych zwierzat. Wobec duzej roz-
bieznosci pogladéw na temat omawianego za-
gadnienia podjecie powyzszych badan wyda-
walo sie uzasadnione.



