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En levende vaccine mod smitsom bronkitisvirus (IBV)
hos dqgga;nle kyllinger er baseret pid IBV-stamme 84-3,
som er registreret hos Institut Pasteur i Paris under
nr. I-473.
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opfindelsen angdr vacciner mod smitsom bronkitis-
virus (IBV) hos fjerkrz, og mere specielt forbedrede
vacciner mod smitsom bronkitis, hvilke vacciner er s&r-
deles sikre og effektive til vaccinering af daggamle
kyllinger. Desuden angér opfindelsen en virusstamme in-
deholdt i vaccinen.

Anvendelsen af levende vacciner mod smitsom bron-
kitis hos fjerkrz har allerede varet kendt gennem mange
4r. Smitsom bronkitis er en vasentlig pévirkning af
bronkierne i fjerkra forarsaget af en corona virus. Syg-
dommen forarsager store gkonomiske tab indenfor fjerkre-
avl, fordi smitsom bronkitis stadig forarsager stor de-
delighed, isar blandt ungt fjerkra. Foruden dodelighed
og mere eller mindre udprzgede resprirationsfenomener,
sker der som et resultat af en IB-infektion, skade pa
heonsenes ®glagningssystem, og som fglge deraf reduktion
i lzggehensenes produktion. Yderligere kan infektioner
med IBV stimulere virus- og bakterielle infektioner, og
sdledes resultere i alvorlige gkonomiske tab, is®r in-
denfor slagtekyllingsektoren.

Vacciner baseret pd levende virus har i begyndel-
sen vaeret anvendt til bekazmpelse af smitsom bronkitis.
F. eks. har man allerede gennem lang tid anvendt levende
IBV-vacciner baseret pd en modificeret H-stamme. Den op-
rindelige H-stamme isoleredes af Bijlenga, Hoekstra og
Rispens (Tijdschrift voor Diérgeneeskunde, 81, (1956),
side 43, 85 (1960), side 279, og 85 (1960), side 398) og
fortes f& gange gennem embryonerede hgnse®g. Senere op-
ndedes stammerne (H120 og H52) som viste sig at vare
mindre virulente for hegnen end viruset, der var isoleret
fra naturen. Den modificerede stamme H120 anvendes til
vaccination af daggamle kyllinger, medens stamme H52
iser anvendes til cirka 8 uger gamle dyr.

Skent anvendelsen af vacciner baseret pa stammer-
ne H120 og H52 er forholdsvis sikre og virkningsfulde,
har det vist sig at de to levende vacciner under visse
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omstendigheder ikke er i stand til at hindre udbrud af
smitsom bronkitis. Disse udbrud kan henfogres til fore-
komsten af modificerede stammer. Forekomsten af modifi-
cerede stammer kraver sogen efter mere virkningsfulde
vacciner baseret p& smitsom bronkitisvirusstammer af
forskellige serotyper.

Denne undersggelse har fgrt til vaccinerne, som
er beskrevet i europzisk patentbeskrivelse 0.030.063 og
europeisk patentansggning 0.086.025 som begge er baseret
p@ smitsom bronkitisvirus (IBV) modificerede stammer.
Det har vist sig, at der opnds en effektiv beskyttelse
mod smitsom bronkitis ved anvendelse af vacciner (leven-
de og inaktiverede) baseret pad de sakaldte modificerede
stammer.

Undersggelser har pavist at laeggehens kan beskyt-
tes effektivt ved en kombineret anvendelse af bade
levende og inaktiverede vacciner.

Slagtekyllinger er hidtil blevet vaccineret mod
smitsom bronkitis pd deres forste levedag, med en vacci-
ne baseret pa stamme H120. Grundet forekomsten af de mo-
dificerede stammer er ovennavnte vaccination ikke lange-
re effektiv, og derfor bgr man finde derivater af de fo-
rekommende modificerede stammer, hvilke derivater kan
administreres p& dag 1. Undersggelse af slagtekyllinger
gennemfert af the Public Health Department for Poultry i
Doorn har vist at udover serotypen Massachusetts (H120,
H52), er der hovedsageligt fundet vira af serotypen
D207. Folgelig skal en virkningsfuld vaccine til beskyt-
telse af slagtekyllinger mod smitsom bronkitis bestd af
H120 og et virus beslagtet med stamme D207

Skegnt det i ovennevnte europziske patentbeskri-
velse og europziske patentansggning angives, at vacci-
nerne beskrevet deri ogsa kan anvendes til unge dyr, har
forsgg vist at levende vacciner baseret pa de IBV-modi-
ficerede stammer, som kendes fra disse dokumenter er for
virulente til vaccination af daggamle slagtekyllinger.
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Stammen D274 navnt i den europziske patentansggning (og
registreret hos henholdsvis Central Veterinary Laborato-
ry, New Haw, Weybridge, England VLO 10110/AVI/3 og In-
stitut Pasteur under nr. I-216) viste sig at vere for
virulent til vaccination af daggamle kyllinger efter 52
og selv efter 122 ®gpassager.

Det har overraskende vist sig, at en sikker og
effektiv levende vaccine til beskyttelse af daggamle
kyllinger mod en modificeret stamme af smitsom bronkitis
opnds ndr stammen registeret hos Institut Pasteur under
nr. I-473 anvendes som en virusstamme.

Fplgelig angdr opfindelsen en levende vaccine mod
smitsom bronkitis, der er ejendommelig ved, at den om-
fatter et virus af stammen 84-3, som er registreret hos
Institut Pasteur i Paris under nr. I-473.

Opfindelsen angdr endvidere virusstammen IBV 84-3
registreret hos Institut Pasteur 1 Paris under nr.
I-473.

Den benyttede virusstamme hidrgrer fra en stamme
isoleret fra naturen, og omtales herefter som virusstam-
me 84-3.

Et almindeligt kendt problem ved administrering

af vacciner baseret p& mere end én levende virusstamme
er, at kombinerede vira er mindre immunogene pa grund af
gensidig pavirkning (se Am. J. Vet. Res. 36, (1965),
side 4, 524 og 525; og Avian Diseases 12, (1968), side
577). '
‘ Det er szrdeles overraskende at problemet med
gensidig pavirkning ikke viser sig na&r den hidtil ukend-
te stamme 84-3 ifwlge opfindelsen kombineres med H120 og
andre levende fjerkravira.
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" Forseg 1

Sikkerhed af stammen 84-3.
Tre grupper pa hver 20 daggamle SPF kyllinger

vaccineredes p& dag 1 med en dosis pd 1043 EIDgy (29-

5 infectionseffektiv dosis) pr. kylling véd drypning i
gjet (gruppe 1 med den kendte stamme H120, gruppe 2 med
stammen D274, efter at den havde veret udsat for 52 =zg-
passager, gruppe 3 med stammen 84-3 ifslge opfindelsen).
En fjerde gruppe pd 20 dyr tjente som kontrolgruppe.

10 P4 dag 5, aflivedes 10 kyllinger fra hver gruppe
for vavsundersggelse af trachea (se R. W. Winterfield et
al, Avian Dis. 16 (1972), side 260-269). De resterende
10 kyllinger fra hver gruppe aflivedes ligeledes pa dag'
5 for undersggelse af cilier aktivitet (J. H. Darbyshi-

15 re, Avian Pathol. 9 (1980), side 179-184). Resultatet af
dette forseg er angivet i tabel A.

TABEL A
20
Gruppe Cilier aktivitet @)  Trachea lesioner P)
25 1 6/9 0,1
2 4/10 1,3
3 9/10 0,54
kontrol 10/10 0
30 ’

a) antallet af kyllinger med cilier aktivitet og det to-
tale antal af wundersesgte kyllinger pr. gruppe.
b) den i preven anvendte skala til evaluering er pa fra

0 til 3.
35 Det ses fra ovenstdende tabel, at startende med
en dosis pa 1043 EIDg, pr. dyr, dvs. mere end et ti
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gange overskud, er stammen 84-3, baseret pd cilierakti-
vitet, mindre virulent end stammen D274 efter 52 ®gpas-
sager og stammen H120. Imidlertid er stammen 84-3, base-
ret pd trachea-laesioner, lidt mere virulent end stammen
H120. En forklaring pd denne forskel kan vare, at stamm-
en 84-3 forarsager flere lasioner uden at edelzgge den
ciliere aktivitet, hvilket derfor kan betyde at stam-
merne 84-3 og H120 har 1idt forskellig pathologi.

Tilstedeverelsen af cilier aktivitet betragtes
sedvanligvis som en pélidelig indikation for beskyttelse
mod udsattelse for virulent virus.

pa 9 ud af 10 kyllinger vaccineret med stamme
84-3 udviste ciliar aktivitet, kan det konkluderes at
stammen er sikker til daggamle kyllinger, sd meget desto
mere nar det tages i betragtning, at man i dette forseg
har administreret mere end et 10 gange overskud til sazr-
lig felsomme dyr, nemlig SPF-kyllinger uden maternal im-

munitet.

Forseg 2

virkning af vaccination med stamme 84-3.

To grupper pa& hver 30 daggamle kyllinger opbeva-
redes adskilt.

P4 dag 1, vaccineredes kyllingerne i prgvegruppen
ved drypning i @jet med en dosis pa 103/3 EIDgy pr. dyr
(af stammen 84-3 ifslge opfindelsen). To uger efter vac-
cinationen aflivedes 5 kyllinger fra hver gruppe og un-
dersegtes for cilier aktivitet. Dette blev gentaget 4
uger efter vaccinationen. Begge grupper viste 100% ci-
lier aktivitet.

Fire uger efter vaccinationen, blev 12 dyr fra
hver gruppe udsat for en dosis pa 103-0-3,5 EIDg, pr.
kylling af den virulente stamme D207. Dette virus admi-
nistreredes delvis intranasalt og delvis intraokulert.
Seks dage efter undersggtes dyrene for cilizr aktivitet
og trachea lesioner. Resultatet er angivet i tabel B.
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TABEL B
Gruppe Trachea lasioner Cilisr aktivitet €} n
+ /- -
preve 0,5 10 1 1 12
kontrol 1,9 2 0 10 12
c) + : tilstedevaerelse af ciliar aktivitet.

+/-: tilstedevarelse af cilier aktivitet pa& nogle omrader

-: ingen tilstedevarelse af ciliar aktivitet.
Som det ses af de opnaede resultater er mere end
83% af dyrene fra provegruppen beskyttet, hvorimod kun
17% af den ikke-vaccinerede kontrolgruppe er beskyttet.
Dette resultat bekrazftes af trachea lesions undersggel-
sen i begge grupper.

-Forseg 3
Kombineret administrering af stamme 84-3 og stamme H120

til daggamle kyllinger

To grupper pa hver 17 daggamle SPF kyllinger vac-
cineredes pé dag 1 med en dosis pa 1030 EIDg, af stamme
84-3 plus 103/ EIDgy af stamme H120 pr. kylling. Hver
prevegruppe ledsagedes af en kontrolgruppe pa 8 kylling-
er. Fire uger efter vaccinationen blev dyrerne fra én
prevegruppe og én kontrolgruppe udsat for en dosis pa
1035 EIDg,y af den virulente stamme D207. Den anden pre-
vegruppe og kontrolgruppe blev pa samme tidspunkt udsat
for en ‘dosis pa 1035 EIDg, af stammen Voet (dvs. den
virulente stamme). Begge virulente stammer administre-
redes bade intranasalt og intraoculart. Fgr administre-
ring af viruset samledes de vaccinerede og ikke-vaccine-
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rede kyllinger. Seks dage efter administrering af virus-
et blev dyrene aflivet og undersegt for ciliar aktivitet
og trachea lesioner. Resultaterne er angivet i tabel C.

TABEL C

Gruppe _Udsazttelse for D207 Udszttelse for Voet
Ccilizr akt. Trach. les Cilier akt. Trach. las

preve 17/17 0,51 17/17 0
kontrol 0/8 1,63 0/8 2,63

Det ses fra ovenstdende tabel, at den cilizre ak-
tivitet hos kyllingerne i begge grupper var intakt,
hvilket angiver 100% beskyttelse. Dette bekraftes af det
lave lasions-tal hos de to prevegrupper (0,51 og 0) i
forhold til kontrolgrupperne (1,63 og 2,63).

vaccination af daggamle SPF kyllinger med en kom-
bination af stammerne 84-3 og H120 giver en god beskyt-
telse mod udsattelse for virus af stammen D207 eller
stammen Voet, hvilket indikerer at begge vira ikke pa-
virker hinanden i ugunstig retning under vaccinationen.

Dette kan vises endnu engang ved hjelp af forseg 4.

Forseg 4
Forspg i lille skala.

Tre grupper p& henholdsvis 375 (gruppe 1), 400
(gruppe 2) og 50 (gruppe 3) daggamle slagtekyllinger og
én gruppe p& 40 daggamle SPF-kyllinger (gruppe 4) an-
vendtes. '

Gruppe 1 vaccineredes p& dag 0 med en dosis pa
104-5 BID;, af stamme 84-3 og 103 EIDg, af stamme H120
pr. dyr. P& dag 0 administreredes en dosis 1033 EIDg
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af stamme H120 pr. dyr til gruppe 2 (spraymetode). Grup-
pe 3 og 4 tjente som ikke—vacdinereﬁe kontrolgrupper.

P4 dag 10 aflivedes 20 dyr fra grupperne 1 og 2
for tracheal@sionsundersggelse.

Dyrernes vejrtrakning kontrolleredes fra dag 0
til dag 21.

P& dag 28 blev 25 dyr fra grupperne 1, 2 og 3,
samt 10 dyr fra gruppe 4 udsat intraoculazrt for en dosis
pa 103-8 EIDg, af den virulente stamme Voet.

Det samme antal dyr fra hver gruppe blev pa dag
28 udsat for en dosis pad 1035 EIDg, af den virulente
stamme D274 (intranasalt og intraoculert).

Seks dage efter administrering af viruset, blev
dyrerne aflivet og undersggt for trachealesioner og ci-
lier aktivitet.

Tilferelsen p& dag 28 blev gentaget med identiske
grupper pa dag 42. Disse dyr blev ligeledes aflivet seks
dage senere og undersegt.

De resterende dyr i grupperne 1 og 2 blev vejet
pa& dag 60 for at bestemme middelvagten pa slagtedagen.

Resultaterne af trachealasionsprgven efter 10, 28
+ 6 og 42 + 6 dage er angivet i tabel D.
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TABEL D (Trachea l@sionstal)

5 Gruppe 10 dage efter 28+6 dage efter 42+6 dage efter

Nr. vaccination udsattelse for udsattelse for
voet D274 vVoet D274
10
1 0,40 0,17 0,31 0,00 0,04 ,
2 0,35 0,24 0,60 0,08 0,57
3 n.d. 1,59 1,83 n.d. n.d.
15 4 n.d. 1,10 1,33 1,09 1,60

n.d. = ikke udfert

Resultaterne af ciliestoppreven (CST) er angivet
20 i tabel E, hvor tallene angiver % beskyttelse.
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TABEL E (CST).

5 Gruppe 28 + 6 dage efter 42 + 6 dage efter
udsattelse for udsattelse for
Voet D274 Voet D274
10
1 100 92 100 100
2 91 64 100 84
3 n.d. n.d.
15 4 0 0

P& slagtedagen havde dyrene fra gruppe 1 en mid-

delvagt pd 2350 g (n=221), de fra gruppe 2 havde en mid-
20 delvagt pa& 2310 g (n=233).

Fra de ovenfor anfgrte resultater fglger det, at
kombinationen af stamme 84-3 ifglge opfindelsen og H120
er sikre for daggamle slagtekyllinger, fordi
1) der ikke forekommer ggning af respirationssymtomer

25 efter administrering af den kombinerede vaccine,
2) der ikke forekommer hgjere trachea laesionstal efter
vaccination,
3) der ikke er nogen bemerkelsesverdig forskel i slag-
tevagt.
30 Beskyttelsen efter udsattelse for virulent virus
af stammen D274 er meget bedre for gruppe 1 (henholdsvis
92 og 100% efter og 4 og 6 uger) end for gruppe 2 (64 og
83%). Ikke-vaccinerede dyr var allerede fuldstzndig an-
grebet i en alder af 4 uger.
35 Disse resultater blev fuldstandlg bekraftet ved
trachea-l®sionstallene.
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Gruppe 1: 0,31 og 0,04.
Gruppe 2: henholdsvis 0,60 og 0,57 i en alder af 4 og
6 uger. ’
Gruppe 3: 1,83 i en alder af 4 uger.

Beskyttelsen mod udsattelse for stammen Voet, som
er homolog med H120 er sammenlignelige i grupperne 1 og
2.

Gruppe 1: 100% efter 4 og 6 uger.
Gruppe 2: 91% (4 uger), 100% (6 uger).

Dette bekraftes ligeledes ved trachea-lasionstal-
lene:

Gruppe 1: henholdsvis 0,17 og 0,00 efter 4 og 6 uger.
Gruppe 2: henholdsvis 0,24 og 0,08 efter 4 og 6 uger.
Gruppe 3: 1,59 efter 4 uger.

Den kombinerede vaccine med stamme 84-3 og stamme
H120 giver sdledes en udmerket beskyttelse mod infektion
med badde stammen D274 og Massachusetts stammen under he-
le opfedningsperioden.

som det fremgdr af det ovenstdende angdr opfin-
delsen hidtil ukendte levende IBV vacciner, som i det
mindste stammer fra den hidtil ukendte IBV stamme 84-3,
og anvendelsen deraf til vaccinering af daggamle kyl-
linger.

Vacciner stammer fortrinsvis fra H120 virusstam-
men og IBV af stammen 84-3. Den hidtil ukendte virus-
stamme 84-3 kan oparbejdes til en levende vaccine ifglge
standardfremgangsmadder. Ved disse fremgangsmader blandes
viruset med stabilisatorer, der sadvanligvis anvendes
til dette formdl, og fryseterres dernmst. Til admini-
strationsformal skal den frysetsrrede vaccine oplgses i
et flydende oplesningsmiddel, der er egnet til dette
formal. Vaccinen kan administreres ved hjalp af de sa-
kaldte gjedryps-, nasedryps-, drikkevands- eller spray-
metoder for levende vacciner. Vaccination med den hidtil
ukendte levende vaccine ifelge opfindelsen gennemfores
fortrinsvis pa daggammelt fjerkre. '
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Det er klart, at kombinerede levende vacciner,
der stammer fra den hidtil ukendte IBV stamme 84-3,
stamme H120 og fra en eller flere andre fjerkraz virus-
tuper, f.eks. Newcastle desease virus, ligeledes udger
en del af den foreliggende opfindelse.
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PATENTIKRAV

1. Levende vaccine mod smitsom bronkitis, k en -
detegnet ved, at den omfatter et virus af stam-
men 84-3, som er registreret hos Institut Pasteur i Pa-
ris under nr. I-473.

2. Vaccine ifglge krav 1, kende tegnet
ved, at den omfatter en virusmengde af stammen 84-3 pa
mindst 1023 EIDgy Pr. dosis.

3. Vaccine ifelge krav 1 eller 2, kende -
t egnet ved, at den desuden omfatter et eller flere
vira af andre IBV (smitsom bronkitis virus)-stammer.

4. vaccine ifple krav 3, kendetegnet
ved, at den udover virus af stammen 84-3 desuden omfat-
ter virus af stammen H120.

5. Vaccine ifplge krav 4, kendetegnet
ved, at den totale mangde af IBV er pa mindst 1060
EIDg pr. dosis.

6. Vaccine ifgslge kravene 1-5, k en de teg -
net ved, at den desuden omfatter et eller flere an-
dre fjerkravira.

7. Vaccine ifslge krav 6, kendetegnet
ved, at den udover virus af én eller flere andre IBV
stammer, desuden omfatter Newcastle desease virus.

8. Virusstamme IBV 84-3 registreret hos Institut

Pasteur i Paris under nr. I-473.
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