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Infektigse bronkitisvacciner afledt af infektigse bronkitis-
vira, der spontant hamagglutinerer h¢nseerythrocyter, frem-
gangsméder til fremstilling deraf, infektigse bronkitis-
virusstammer, der spontant hamagglutinerer he¢nseerythrocyter,
samt en fremgangsmide til immunicering af aglzggende hgns mod
infektigs bronkitis.
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Den foreliggende opfindelse angar en mikrobiologisk ren kultur

af en infektigs bronkitisvirusstamme.

Et fjerkre-coronavirus vides at vare det forarsagende stof til
frembringelise af akut meget smitsom respirationssygdom hos
unge og voksne hegns, hvilken sygdom er karakteriseret ved
tracheal rallen, hosten, nysen og nasale udtemninger. Sygdom-
men, der kaldes infektisgs bronkitis (IB), kan forarsage hgj
dedelighed, navnlig blandt unge hens, og endvidere kan nyrer
og forplantningsorganer blive pavirket, hvilken sidstnavnte
skade kan resultere i et fald i ®gproduktionen blandt legge-
hens og avlishgns. I mange tilfalde er agfaldet ledsaget af en

enteris, der forarsager diarre.

Hons blev betragtet som varende den eneste naturlige vert for
18-virus (IBV), men fornylig er viruset cgsad blevet isoleret
fra kalkuner. Foruden fjerkra-IBV er stoffet, der forarsager
den coronare virale enteritis hos kailkuner (CET, Bluecomb

disease), beskrevet som en anden fjerkra-coronavirusart.

Til bekazmpelse af IB hos fjerkra anvendes vacciner 1 stor
malestok. Immunisering af f.eks. stegekyllinger og unge frem-
tidige lagge- og avlshens er hovedsagelig baseret p& levende,
svakkede vacciner. De levende vaccinevirusstammer er desuden
blevet valgt pa grund af deres immunogene egenskaber pa basis
af deres antigene spektrum og formindskede pathogenicitet.
Vacciner er blevet beskrevet indeholdende enten en bestemt
serotype, sasom Connecticut (f.eks. Connecticut Isolate A
5968) eller Massachusetts (f.eks. Baudette type IBV 42), som
kun beskytter mod den homologe type, eller som anvender en
vaccine afledt af en bestemt virusstamme, der har vist sig kun

at have et bredere antigenisk spektrum, sasom H-stammen.

Kombinationen af forskellige IB-serotyper i levende vacciner
har ogsa varet forsegt, men mest sandsynligt som resultat af
jndbyrdes vekselvirkning var den tilvejebragte beskyttelse mod

de respektive serotyper ikke optimal.
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Det viste sig siledes, at IB-vacciner baseret p& disse hyppigt
anvendt IB-virusstammer eller kombinationer deraf ikke resul-

terer i en fuidstendig immunisering mod udbrud af IB.

Opfindelsen éngér derfor en mikrobiologisk kultur af en infek-
tigs brenkitisvirusstamme, der er ejendommelig ved, at den

spontant hamagglutinerer henseerythrocyter.

IB-vacciner fremstillet ud fra IBV-stammer ifelge opfindelsen
er imidlertid overraskende mere effektive overfor smitsom bron-
kitis. Disse hidtil ukendte vacciner kan afledes af infektigse

bronkitisvira, der spontant hamagglutinerer henseerythrocyter.

IB-vira, der har evnen til spontant at hamagglutinere hanse-
erythrocyter, viste sig at forekomme blandt forskellige IBV-
serotyper, f.eks. af Massachusetts-typen og Connecticut-typen,

men ogsa vira tilherende nye serotyper blev identificeret.

Immuniseringsvirkningen af de virusstammer, der udviser spon-
tan hamagglutinering af henseerythrocyter, overstiger virknin-
gen af vira herende til de samme respektive serotyper, men som

ikke spontant agglutinerer erythrocyter.

Det har ogsd vist sig, at IB-vacciner afledt af kombinationer
af IB-vira, der spontant agglutinerer hgnseerythrocyter, til-
vejebringer bedre beskyttelse end vacciner baseret p& kombi-
nationer af IBV-stammer fra forskellige serotyper, der ikke

bevirker agglutinering af henseerythrocyter.

IB-vacciner fremstillet ud fra IBV-stammer ifglge den forelig-
gende opfindelse udviste ogsd fortrinlige immuniseringsegen-
skaber ved kombination med vacciner afledt af en eller flere
ikke-hamagglutinerende IB-vira samt ved kombination med vacci-
ner afledt af andre virale isolater, sasom vacciner mod
Marek's sygdom, Newcastle-sygdom eller agtabssygdom (egg drop

disease).

Mikrobiologisk rene kuiturer af infektigse bronkitisvirusstam-
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mer ifeolge opfindelsen er deponeret hos tne Central Veterinary
Laboratory, New Haw at Weybridge, U.K., og registreret under
numrene VLO 10110/AVI/3; VLO 10110/AVI/4; VLO 10110/AVI/S; VLO
10110/AVI/6 og VLO 10110/AVI/T, og som er deponeret hos Insti-
tut Pasteur, registreret under numrene henholdsvis 1I-216,
i-217, 1I1-218, I-21i5 og I-214, som svarer til1 betegnelserne
henholdsvis D 274, D 1466, D 580, 246 G og 249 G, der er an-

vendt i beskrivelsen.

De omhandlede IBV-stammer viste sig at henhere til forskeliige
serotyper. Stammerne 246 G og D 580 er henholdsvis af Massac-
husetts-type og Connecticut-type. Disse stammer er nye, men
kan klassificeres blandt allerede eksisterende serotyper.
Stammerne D 274, 249 G og D 1466 henhgrer til nye, hidtil uom-
talte serotyper. I tabel 1 er resultaterne af virusneutralisa-
tionsforseg (VN) i g sammenfattet, idet der blev benyttet me-
roden konstant serum, fortyndet virus, hvilke resultater vi-
ser, at de hidtil ukendte isolater D 274 og D 1466 hverken
herer til Massachusetts-serotypen, der ved disse forsesg repreae-
senteres af den hollandske vaccinestamme Hgp, eller til en af
de nordamerikanske IB-serotyper, som ikke dakkes af H-stamme-
vaccinerne. Den hamagglutinerende stamme D 274 Kkan klassifi-
ceres som den hidtil ukendte serotype D 207, og det hamaggliu-
tinerende virus D 1466 herer til typen D 212. Serotyperne 9]
207 og D 212 blev fgrste gang identificeret i beskrivelsen til
DK patentansegning nr. 5052/80 og biev da anset for nye, ef-
tersom de ikke svarede til allerede eksisterende serotyper,
sasom Massachusetts-serotypen, eller til de nordamerikanske
serotyper. Stammen 249 G tilherer den samme serotype som stam-
meén D 274. Dette fremgéar (i tabel 2) af krydsneutralisations-
forsegg (under anvendelse af plaque-reduktionspreven med ky1-
1ingefosterfibrob1astce!1er (CEF-celler)) mellem hidtil ukend-
te isolater og specifikke antisera dannet i specifikke patho-

genfrie hens (SPF)-hens.

Betydningen af vaccination mod de hidtil ukendte serotype IBV-
stammer D 274, 249 G og D 1466 illustreres af den store udbre-

delse af disse serotyper i hense-markisolater.
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I tabel 3 er anfgrt det relative antal flokke med antistof-
fer mod de hidtil ukendte serotype IB-vira (33) og den hyp-

pighed, hvormed IB-vira af de respektive serotyper blev iso-
leret fra flokkene (3b).

De omhandlede hidtil ukendte vira er karakteriseret ved fpl-

gende egenskaber, som gg¢r det muligt at identificere dem som

fjerkrz-coronavira:

1.

De er i besiddelse af nucleinsyren af RNA-typen; virus-
kopiering i kulturer af hgnsefosternyreceller (CEK) blev
ikke signifikant pavirket af tilsatning af 5-fluordesoxy-

uridin til dyrkningsvasken.

Viraene er fglsomme overfor fedtoplgsningsmidler; behand-
ling med chloroform af infektigs fosterhinde-allantoin-
fluidum (AAF) opndet ved formering af viraene i SPF-
egfostre resulterede i en signifikant formindskelse

af infektivitetstiteren. Dette er typisk for indesluttede
vira indeholdende essentielle lipider, hvilket ogsd er
en egenskab ved fjerkra-coronavira.

Undersggelse med elektromikroskop af viruspraparater frem-
stillet ved koncentrering af inficeret AAF i en ultracen-
trifuge viste viruspartikler af stgrrelse og facon, der
er karakteristisk for coronavira, og med typiske frem-
spring (langde pd 15-20 nm) p& overfladen. Diameteren af

partiklerne uden fremspring var 75-120 nm.

Ved anvendelse af et geldiffusionsforsgg blev det pavist,
at viraene indeholder antigen, som de har til fzlles med
kendte fjerkrz-coronavira, f.eks. IBV~-referencestamme
Baudette. Ingen antigener til fazlles med andre fjerkra-
vira kunne imidlertid pdvises. Specifikke antisera frem-
stillet mod de omhandlede hidtil ukendte stammer i SPF-

hgns reagerede ikke med antigener fremstillet ud fra an-
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dre fjerkravira end fjerkra-coronavirus.

5. De omhandlede hidtil ukendte virusstammer formerer sig

i inficerede cellers cytoplasma. Egnede in vitro systemer

er:

% SPF-ag pa fosterstadiet (fortrinsvis inficeret ad al-
lantoinvejen;
% kultur af trachealorgan;

¥ hgnseceller og
% hgnsefosterceller (fortrinsvis CEK-celler).

De ovenstiende data er tilstrakkelige til at identificere
disse hidtil ukendte vira som henhgrende til fjerkra-corona=
viraene og til at adskille dem fra andre fjerkrevira, f.eks.
fjerkra-influenzavira, Newcastle disease-virus (NDV), REV-
virus, dvs. reticulo-endotheleosisvirus, adenovirus, leucose-
virus, reticuloendotheleosis-virus, f jerkra-encephalomyeli-
tisvirus, herpesvira inklusive infekties laryngotraceitis-
virus, Marek's sygdomsvirus, due- og kalkun-herpesvira og

infekties bursal sygdomsvirus.

Viruset kan dyrkes i embryoniske SPF-hgnseag eller i en cel-

lekultur, fortrinsvis fra fjerkraveav.

Hvis levende, svakket vaccine skal fremstilles, kan svakkel-
sen foretages ved tilpasning af virusisolaterne til embryo-
niske &g eller en cellekultur (fortrinsvis CEK-celler) og
overfgrsel af viruset blandt sédanne kulturer, f.eks.

10-200 gange. En alternativ metode til fremstilling af en
sikker, levende vaccine bestdr i at udvalge og dyrke egnede
kloner af et fjerkra-coronavirus, forudsat at de stadig har

evnen til spontan agglutinering.
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Til fremstilling af en inaktiveret vaccine ud fra de omhand-
lede hidtil ukendte vira kan AAF eller vavskulturvasken
inaktiveres ved hjzlp af f.eks. formaldehyd eller B-propio=
lacton.

Efter inaktivering og om ngdvendigt indstilling af pH-vaerdi-
en samt neutralisation af det inaktiverende middel kan det
inaktiverede antigen blandes med et hjzlpestof. Hjzlpestoffet
kan f.eks. vere aluminiumhydroxid eller et materiale best&en-
de af mineralolie (f.eks. "Marcol™ 82) eller en planteolie
og en eller flere emulgatorer, sd&som "Tween" R 80 og "Span"6§
80.

Levende vacciner kan administreres som gjendrdber, nesedri-
ber, drikkevand eller ved hjalp af spraymetoder i en alder
varierende fra 1 dag gamle til laggetidspunktet (ca. 18 uger).

Inaktiverede vacciner vil sadvanligvis blive administreret
i en alder pa 10-20 uger ved hjalp af subcutan eller intra-

muskular injektion.

I tilfaelde af levende vacciner kan der anvendes en dosis i
intervallet fra log 3 til log 7 EID50 pr. fugl, fortrinsvis
mellem log 4 og log 5 EID50.

Inaktiverede vacciner kan indeholde det antigeniske akviva-
lent fra log 5 til log 8 EID;, pr. fugledosis, fortrins-
vis mellem log 6 og log 8 EIDSO'

Hvis vaccinen (levende eller inaktiveret) indeholder mere
end én coronavirusstamme, bgr hver stamme vare til stede i

de navnte dosismangder.

Kombination af en eller flere af de omhandlede fjerkre-
coronavira med en eller flere ubeslagtede fjerkravira, sdsom

f.eks. NDV, infektigs bursal sygdomsvirus (Infectious Bursal
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EDS 76 virus (zgtabssyndrom 76-virus), Adeno-

isar

.i

inaktiverede vacciner,

kan ogsa fore-
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Anti-
serum
Virus-
stamme

Massachusetts

D~-207 | D-212 | Connecticut

M41 (Mass) ++
D-274 ' -
249 G -
246 G ++
D=-212 -
D~580 -
Connecticut -

++ -
++ -

++
++

++ = en specifik antiserum, der fortyndet i forholdet 1:16
foradrsager en fuldstandig formindskelse pd ¥ 40 plaques®
- = det samme antiserum fordrsager ikke en signifikant for-
mindskelse af plagueoptallingen.
Tabel 3
Procent af flokke med
antistof mod en eller
flere nye serotyper
A D 207 D 212
Serologi
197 mdlte flokke 61% 32%

Antal klassificerede

isolater
*
B Mass D 207 D 212
Virusisolationer ud af -
52 flokke 9 29 4

% Ingen differentiering foretaget fra H-vaccinestammer.
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Tabel 3 viser, at flokkene ogséa inficeres i betydelig grad med vira af sero-
typerne D 207 og D 212.

A viser procentdelene af flokke med cirkulerende antistoffer mod navhte sero-
typer.

B viser antallet af virusisolater fra 52 flokke, som blev klassificeret som D

207 eller D 212 serotypeisolater.

Det kan pa baggrund heraf konkluderes, at infektion af hens med IB-vira af

navnte serotyper udger et problem.

Opfindelsen illustreres ved hjalp af de folgende eksempler.

Eksempel I
Isolation af infektigse bronkitisvira

Isolationer blev foretaget med flokke af avishens og lazggehens under anven-

delse af folgende procedure:

Tracheale vatpindsprever og/eller tarmafskrabninger fra det caecale omrade

blev suspenderet i tryptosephosphat-kedsuppe indeholdende antibiotika.

Mindst ti 9-11 dage gamle SPF honsezg pa fosterstadiet blev podet med hver af

virusprgvesuspensionerne via allantoinvejen.

48-72 timer efter podning blev allantoinvaske og CAM (chorioallantoinmembran)
hostet fra fire af de ti podede #g med henblik pa yderligere overforsel til
SPF~a&g. Mindst tre rakker blindoverforsler blev udfert for hver preve. De re-
sterende &g fra hver overfersel (sadvanligvis seks ud af ti) blev inkuberet i
7 dage, og det endnu levende foster blev undersegt for vaksthamning og ska-

der, der er typiske for IB.

Eksempel II

Levende vacciner
A. Virusets formering

SPF-hpnseag pd fosterstadiet (inkuberet 10-11 dage) podes med log 3 til log 4
af den 50% =zginfektisse dosis (EIDgg) af podeviruset i allantoinhulheden.
kggene blev gennemlyst 18~24 timer p.i., og uspecifikt deode fostre, dvs. fos-
tre, der ikke dode som felge af virusreplikation, bortkastes. Efter en inku-
bationstid pd 18-72 timer (afhangigt af den benyttede virusstamme) hostes
AAF, Kklares ved centrifugering og/eller filtrering og blandes til slut med

en passende Koncentration af antibiotika (nar det er tilradeligt).
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AAF-m@ngden kan derpa oparbejdes til et farmaceutisk pra-
parat ved hjalp af i og for sig kendte metoder. Stabili-
sering kan udfgres ved tilsatning af et passende stabili-
seringsmiddel, sidsom et carbdiwydrat som sorbitol eller
mannitol, eller et protein, s&som albumin eller casein,
eller passende blandinger. Hovedmangden af AAF kan ned-
fryses til temperaturer under -35°¢ og lagres indtil yder-
ligere behandling. Alternativt lagres hovedmengden ved
+4°C indtil yderligere behandling. Prgver udtages til be-
stemmelse af virusindholdet. Stabiliseret AAF (efter optg-
ning, i tilfzlde af at materialet blev frosset) fyldes

pd lyofiliseringsglas i mangder pd 1-2 ml. Virusindholdet
indstilles pd& en sa&dan made, at titeren efter frysetgrring

er mindst 4,0 log EID50 pr. fugledosis.

Glassene lukkes derefter under vakuum eller under nitrogen

efter frysetgrring.

Eksempel IIT

Inaktiveret vaccine

Viruset formeres som beskrevet under IIA, Lagring af hoved-
mengden fg¢r inaktivering og yderligere oparbejdning kan

foretages ved temperaturer under -35%%.

Den frosne AAF optges, en prgve udtages til bestemmelse
af virustiteren (EI?SO)’ og AAF-mengden inaktiveres ved
tilsatning af formalin til en slutkoncentration pa 0,4%.
Efter 24 timer ved stuetemperatur kan formalinen neutra-
liseres med natriummetabisulfit. En prgve afprgves for

inaktivering ved podning i fglsomme SPF-hgnsefostre eller
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eller pd CEF-kulturer med mindst &n overfgrsel. Alterna-
tive metoder til inaktivering er brugen af B-propiolacton,

ethylen-imin eller derivater deraf.

Den inaktiverede AAF fortyndes eller koncentreres afhangigt
af titerbehovet. Koncentrering kan ogsa foretageé forud for
inaktivering. Egnede metoder er ultrafiltrering eller kon-

centrering ved hj=lp af polyethylenglycoludfaldning.

Inaktiveret AAF kan lagres ved +4°¢c.

—— — — — . o i G e g o ot oy . S i . o, St . W S

Til fremstilling af en inaktiveret olieemulsionsvaccine
satteS+"Tween"(%)80 til den inaktiverede antigensuspen-
sion til en koncentration pd 3,5%. Antigenindholdet ind-
stilles til mindst 7,0 log EID50 pr. fugledosis. Den an-
tigeniske masse eller mangde kan bestemmes ved hjalp af
en enzymimmunoprgve. Suspensionen emulgeres derpa i hjzlpe-
stoffets oliefase i forholdet olie til vand pa 70:30 eller

55:45. Hj=zlpestoffets sammensatning er:

"Marcol" ® 52 90%
"Tween" ® 80 3,5%
"Span"C)SO 6,5%.

Den vandige fases gennemsnitlige partikelstgrrelse er

mindre end 1,0 um.

Eksempel IV

Kombineret vaccine

A,

Kombineret levende vaccine

Til fremstilling af en levende kombineret vaccine skal
AAF indeholdende de forskellige virusstammer (fremstillet
ifplge eksempel II) kombineres pa en sddan made, at det

kravede mindste virusindhold for hver enkelt stamme opnas
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i slutproduktet.

Virusstammerne formeres i overensstemmelse med eksempel

IIA og lagres ved -35°C.

De respektive virusstammers antigener inaktiveres i over-

ensstemmelse med eksempel IIIB og lagres ved +4°cC.

“Tween“<>80 sattes til de respektive antigensuspensioner
til en koncentration pa 3,5%. Det antigeniske indhold af
hver enkelt virussuspension indstilles sdledes, at hver
stamme er indeholdt i en fugledosis af vaccinen med et an-
tigenisk @kvivalent pa& mindst 7,0 log EIDSO' Den polyva-
lente vaccine emulgeres som beskrevet i eksempel IIIC.

Den vandige fase kan enten blandes fg¢r emulgering, eller
ogs& kan de enkelte antigener emulgeres separat forud for

blanding.

Eksempel V

Hezmagglutinering af hgnseerythrocyter

To volumener inficeret AAF (fremstillet ifglge eksempel Ia)
eller den oven pa& inficerede vavskulturer svgmmende vaske
blev blandet med 1 volumen 2% hgnseerythrocytsuspension ved

stuetemperatur.

Agglutinering fglger inden for ca. 2 min., lejlighedsvis in-
den for 5 min. Hamagglutinering kan fremskyndes ved inkube-

ring ved +4°¢.

Hezmagglutininet er knyttet til viruspartiklerne, sédledes som

det kan pavises ved hjalp af bromelianbehandling.
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Eksempel VI

Hemagglutineringsinhibering (H1)

A. Hvorvidt hamagglutineringen af hgnseerythrocyter forirsa-
get af de hidtil ukendte IBV-stammer er specifik og skyl-
des virusantigenet kan pavises ved inhibering af hemagglu-
tineringsreaktionen ved tilsatning af specifikke antisera
overfor det pdgazldende virus forud for tilsaztning af ery=
throcyterne.

SPF-&g blev podet med den hamagglutinerende stamme D 274
48 timer efter podning, inkuberet, og AAF blev hostet.

Den ubehandlede AAF blev benyttet som s&dan eller fortyndet
1:]1 med serum eller antiserum. Derefter blev hgnseerythro-
Cyter tilsat. Resultaterne er anfgrt i den efterfglgende
tabel.

Tabel 4
Tilsetninger HA+/-
Ubehandlet AAF +
AAF + SPF hgnseserum +
AAF + specifikt IBV-antiserum (type 207) -
AAF. + specifikt NDVx—antiserum + f
A

% NDV = Newcastle disease-virus.

Tabel 4 viser, at den hazmagglutinerende egenskab fordrsages
af IB-viruset og ikke af bestanddele i SPF-zg, der anven-
des til inkubation af D 274-stammen, eller af en eventuel
kontaminering med et Newcastle-sygdomsvirus. HA-aktiviteten
af D 274 kunne inhiberes med specifikt antiserum, der er

dannet mod D 274-viruset. Dette virus er af 207 serotypen.
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B. Eftersom de hidtil ukendte IB-vira barer hemagglutinin
(som vist ved hjzlp af bromlianbehandling) og henherer til
forskellige serotyper, kan HI-proven ogsd benyttes til at

skelne mellem de hidtil ukendte vira.

Den benyttede metode er beskrevet af D.J. Alexander et al.
Avian Pathology 5, 125-134 (1976)). Phospholipase C har va-
ret benyttet til behandling af de respektive antigener.

Den saledes opnéede titer er udtrykt som 2 log. Datoen er

anfert i den efterfelgende tabel.

Tabel 5
Antigen fra IBV
serotype) M4l D274 D1466

Seruml Mass) (207) (212)
H52 (Mass) 9 6

207 6 10

212 5 5

246G (Mass) 10 5 n.d.

Tabel 5 viser ved hijzlp af graden af krydsreaktion, at
D 274 er af D 207-serotypen, at D 1466 er af D 212-sero-

typen, og at de ikke kan klassificeres i en anden serotype.

Eksempel VII
Vaccinationsforsgg med SPF-hgns

lipadyiiuipasuiages Spuguip b PR R R £ bl et -~ —— - —— o W o -

Vira af stammerne D 207 (ikke-h@magglutinerende (Ha-)) og
D 274 (hzmagglutinerende (HAt)) blev dyrket pd SPF-&g ©Og
svaekket under henholdsvis 54 og 52 zgoverforsler. Vacci-

ner af disse svakkede virusstammer blev fremstillet ifglge

eksempel III.
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B. Vaccination

To grupper, hver pa 10 SPF-hgns, der var 6 uger gamle,
blev vaccineret ved g¢jendrypning med 4,0 log EID50 af de
ovennavnte respektive vacciner. Hgns blev huset i isola-
tionsrum og tappet til serumafprgvning med ugentlige mel-
lemrum. Disse seras HI-titer blev bestemt i overensstem-
melse med metoden beskrevet i eksempel VIB under anvendel-
se antigen fremstillet ud fra IBV D 274. Resultaterne an-

fort i den fglgende tabel viser udviklingen af immunise-

ringen overfor D 274-antigener i lgbet af 12 uger i de
to grupper af vaccinerede hgns. En kontrol med uvaccine-

rede hgns blev medtaget ved prgven.

Tabel 6

Uger efter vaccination
12 ERK | 678 |9 |10 |11 |12

Vaccine | 0 |

207 (HA-)|4,0(5,46,2(5,9/6,6|4,8(4,2|5,5|5,8(5,2|4,1|5,2
274 (HA+)|4,7|7,518,2|8,7(8,2[10,09,3]10,0/10,1{9,5/8,8]9,3
Ingen —_— <5 —

I seraene fra de samme to grupper vaccinerede hgns under-
sgges den neutraliserende reaktion (> 4,0 log) overfor den
homologe stamme D 274 (52. overfgrsel). Antallet af dyr (ud
af ti vaccinerede), der udviser en reaktion, er anfgrt i den
fplgende tabel.

Tabel 7
Uger efter vaccination Vaccinegruppe
207 (HA-) 274 (HA+)
3 7/10% 9/10*
12 5/10 9/10

*Antallet af dyr, der udviser en reaktion, ud af ti vaccinerede.
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Tolv uger efter vaccination blev den vaccinerede og en
ikke-vaccineret gruppe rugehgns udsat for en smittende
infektion med 4,0 log EID50 af stamme D 274 (efter 52
overfgrsler). Fire dage efter smitte blev trachealsnit
fra fugle fremstillet med henblik p& histologisk under-
sggelse ved hjalp af immunofluorescens (IFT) undexr anven-
delse af standardteknik. Antallet af fugle (ud af ti vac-
cinerede), der udviste mikroskopiske skader eller positiv

IFT, er anfgrt i den efterfglgende tabel.

Tabel 8
. I
Vaccine Mikroskopiske skader IFT positiv
207 (HA-) 6/10% 2/10
274 (HA+) 0/10 0/10
I Ingen 10/10 6/10
|

*antallet af dyr, der udviser en reaktion, ud af ti vaccinerede.
Det kan konkluderes, at en vaccine fremstillet ud fra den
hidtil ukendte hamagglutinerende stamme D 274 frembringer

store mengder HI og neutraliserer antistoftitere sd tidligt

som en uge efter vaccination, idet den i en kendt mengde ved-
varer at vare beskyttende i mindst tolv uger efter vaccination.
Dette kunne bekreftes af en 100% beskyttelse af D 274-gruppen mod smitte.

I modsaztning hertil fremkaldte den ikke-hzmagglutinerende
stamme D 207 af den samme serotype kun smd mangder HI-
antistof i lgbet af forsggstiden. Endvidere var den neutrali-
serende antistoftiter signifikant lavere sammenlignet med

den med hamagglutinerende stamme D 274 vaccinerede gruppe

tolv uger efter vaccination, hvilket bekrazfter den signifikant

mindre beskyttelsesgrad (kun ca. 50%) i D 207-gruppen.
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Eksempel VIII

Vaccination med kombineret levende vaccine

e e e G s S - e = e = e e e o > " ————— — . W T T — o ——— o G- som — —

Vira af de hamagglutinerende stammer D 274 og D 1466 blev
formeret i overensstemmelse med metoden beskrevet i eksem-
pel IA og monovalente og polyvalente vacciner af disse
blev fremstillet i overensstemmelse med eksemplerne hen-

holdsvis IIB og IVA med 4,0 log EID50 af hver stamme.

Vaccination

Fire grupper, hver af ti uger gamle SPP~hgns, blev huset
i fire separate isolationsrum. Hgnsene blev vaccineret
ved hjelp af gjendrypning. Gruppen A blev vaccineret med
stamme D 274-vaccine, gruppe B med D l466-vaccine, gruppe
C med den kombinerede vaccine, og gruppen D.var en ikke-
vaccineret kontrolgruppe.

Afprgyning_af_ immunicering

Blod bley opsamlet p& vaccinationsdagen og 2, 4, 6 og 8
uger senere. Sera blev afprgvet individuelt for homolog

og heterolog HI-antistofreaktion under anvendelse af anti-
gener fremstillet med forskellige prototype-stammer (M41,
D 274 og D 1466). Resultaterne er anfgrt i tabel 9.
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De D 274-vaccinerede hgns (gruppe A) reagerer med hgje ni-
veauer af homologe HI-antistoffer fra to uger indtil slut-
ningen af forsgget. P4 tidspunkterne 2 og 4 uger p.v. iagt-
toges en signifikant krydsreaktion mod de heterologe anti-

5 gener M4l og D1466, der forsvinder mellem 6-8 uger. Hgnsene
i gruppe B udviste en lignende reaktion ved et lavere titer-
niveau. De homologe reaktioner forbliver pd et beskyttende
niveau indtil i det mindste afslutningen af forsggene (8
uger efter vaccination. Den kombinerede vaccine (gruppe C) fremkaldte

1o i lang tid vedvarende hgje niveauer af HI-antistoffer mod
begge vaccinestammer. En udtalt heterolog reaktion pad M4l-
antigenet kan ogsd ses pd tidspunkterne 2 og 4 uger p.v.

Den tidlige heterologe reaktion kan méske forklares ved

en stgrre maengde immunoglobuliner, der reagerer p& de gruppe-
i5 specifikke antigener. Det fremgdr af dette forsgg, at de

to hamagglutinerende stammer D274 og D1466 udviser deres im-

munogene virkningsevne i bade enkelte og kombinerede leven-

de vacciner.

Eksempel IX

20 Vaccinationsforsgg i marken

A. Virusformering og_vaccinefremstilling

ot S e e D e o s e S e s B e, e Ut o e . . W St Pt T PR P S Vs e s

Levende vacciner af de ikke~hamagglutinerende virusstam-
mer H 120 og D 207 og af den hamagglutinerende stamme
D 274 blev fremstillet som beskrevet i eksempel VIIA.

25 B. Vaccination

Flokke af hvide italienerh¢gns og brune hgns bley vacci-
neret en dag gamle med H 120 vaccine. I en alder af ti
uger blev de hvide italienerh¢gns og de brune hgns vacci-
neret med vacciner af henholdsvis D 207 og D 274. Dosen
30 var 4,5 log EID50 pr. fugl. Den gennemsnitlige flokstgr-
relse var 15.000 fugle, og vaccinen blev administreret

som spray (knapsack-sprgjteapparat).
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P& dagen for vaccination med D 207 og D 274 vaccinerne

blev 24 blodprgver taget pr. flok med henblik pa serolo-

gisk undersggelse, og dette blev gentaget fire uger ef-

ter vaccination.

Neutralisationsindekset (NI) blev benyttet som parameter

for beskyttelse. Et middelstort NI pd mere end 4 log over-

for den respektive serotype blev betraget som havende

forbindelse med effektiv vaccination.

Tabel 10
Vaccinestamme Antal flokke (gennemsnitlig stgrrelse
15.000 fugle)

. - S * . . .

Vaccine| Pos.”  pa Pos.” 4 Stigning 1

rede vaccina- uger ef- | reaktion i

tionsdagen| ter vac- flokke i %

cination
D 207 (HA-) 10 | 6 40% —> 60%
D 274 (HA+) 20 | 18 208 —> 90%
% pos. = middelstort NI 2 4 log overfor serotype D 207.

I tabellen vises, at procentdelen af flokke, der reagerer

med en neutraliserende reaktion, som vides a

t vere beskyt-

tende, er signifikant hgjere i1 D 274~-gruppen sammenlignet

med D 207-vaccinegruppen.
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Eksempel X

Udvikling og fordeling af HI-antistoftitere under vacci-

nationsforsgg i marken

Serologisk reaktion i lagge- og avlsflokke efter vaccina-
tion med den h@&magglutinerende vaccinestamme D-274 er ble-

vet malt.

Ialt 137 flokke med en gennemsnitlig stgrrelse pd 15.000
fugle blev vaccineret i en alder af 10-12 uger med en enkelt
dosis levende D-274 vaccine (serotype D-207) ved hjzlp af

knapsack-sprayadministration.

Vaccination af Massachusetts—-type var blevet udfgrt med de
samme daggamle flokke (H 120) og i en alder pd ca. 15 uger
(H 52). Alle flokke blev prgvet for HI-antistoffer mod de
respektive serotyper Massachusetts, D-207 og D-212 i en
alder af 18-20 uger.

Fordelingsmgnsteret for HI-titere er vist i fig. 1. 16 ud
af de 137 flokke blev fulgt indtil en alder af 38 uger, og
HI-titere blev mdlt med 4 ugers mellemrum. Resultater er
anfgrt i fig. 2. Af de 137 flokke udviste 86% HI-titere

> 7, 63% > 8 og 25% > 9 overfor serotypen D-207. Reaktio-
nen overfor Massachusetts-serotypen - efter to vaccinatio-
ner med ikke-hamagglutinerende stammer - var lavere: 66% af
flokkene havde HI-titere < 7. Reaktionen overfor D-212
serotype (ingen vaccination) var som forventet endnu lavere:
82% af flokkene havde en HI-titer < 7.

Fra den langvarige undersggelse (fig. 2) kan det ogsid kon-
kluderes, at HI-titere opndet efter en enkelt vaccination
med stammen D-274 er konsekvent hgjere sammenlignet med

de, der fremkaldes af to vaccinationer med konventionelle

Massachusetts-vacciner.
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Eksempel XTI
Hemagglutinering af hg¢nseerythrocyter (RBC's)

Den spontane hamagglutinerende virkning af de omhandlede
IRV-stammer som vist ved det hurtige plade-HA-forsgg, der
blev benyttet i eksemplerne V 0g VI, blev ogsa undersggt pa
en mere kvantitativ mdde ved hjelp af et langsomt HA-forsgg
i mikrotiterplader, i hvilke spontan hamagglutinering ikke

udvises konsekvent.

Eftersom differentiering mellem hezmagglutinerende og ikke-
hamagglutinerende stammer ved det kvantitative langsomme HA-
forsgg i mikrotiterplader er gnskelig, benyttedes koncentre-
rede og delvis rensede virussuspensioner til pdvisning af

HA-aktiviteten.

e e T o T o e e e e i e e S i o i o Y S S 0 5 S 5

Allantoinvaskehgstninger fra 10 dage gamle ®g pd foster-
stadiet blev opsamlet 24-48 timer efter podning (p.i.).
AAF-mengden blev klaret ved centrifugering i 10 min. ved

1000 x g.

virusindholdet i 35 ml AAF blev pelletteret under anven-=
delse af SW-28 rotor (Beckman) ved 30.000 x g 1 60 min.

Den saledes opndede pellet blev resuspenderet i 1 ml PBS

(phosphatpufret saltvand) .

e e e 1 e et e e o i —— - - -~ -

Dobbelte seriefortyndinger af virussuspensionerne blev
fremstillet i mikrotiterplader. 25 ul RBC (1l%) blev sat
til 50 pl slutvolumener af virusfortyndinger. Pladerne

blev aflast efter inkubation i 2-18 timer ved 4°c.

Titere udtrykkes som den reciprokke vaerdi af den hgjeste

fortynding, der udviser mere end 75% agglutinering (n =
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antal forsgg).
Resultaterne er sammenfattet i tabel 11.

Tabel 11

HA for HA efter 35-dobbelt konc.
Stamme koncentrering

Geometrisk middel Interval

AAF (neg.) - (n=1) - (n = 2) -
M4l - (n = 4) - (n = 3) -
D274 - (n = 5) 3 (n = 6) 2-8
246G - (n = 5) 3 (n=05) 2-8
D-1466 - (n = 3) 4 (n = 5) 2-8

De tre spontant hamagglutinerende stammer D-274, 246G og
D-1466, der her er afprgvet, udviser alle HA-titere mellem

2 og 8 efter et 35-dobbelt koncentreringstrin, medens ikke~-
inficeret AAF (negativ kontrol) og den ikke-hamagglutinerende
referencestamme M41 forblev negativ efter den samme behand-

ling.

Disse forsgg viser, at bade med de langsomme og hurtige
plade-HA-prgver kan hamagglutinering fremkaldt af de hidtil
ukendte IBV-stammer findes. Koncentreringstrinnene anvendes
rutinema@ssigt til koncentrering og delvis rensning af IBV-
partikler. Dette viser, at HA-egenskaberne ved de beskrevne

stammer er knyttet til viruspartiklerne.
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1. Mikrobiologisk ren kultur af en infekties bronkitisvirus-

stamme, kendetegnet ved, at den spontant hamagglu-

tinerer henseerythrocyter.

2. Mikrobiologisk ren kultur ifelge krav 1, kende -
t egnet ved, at den omfatter en infektigs bronkitisvirus-
stamme, som er deponeret hos the Central Veterinary Labora-
tory, New Haw at Weybridge, U.K., og registreret under numrene
VLO 10110/AVI/3; VLO 10110/AVI/4; VLO 10110/AVI/5; VLO 10110/
AVI/6 og VLO 10110/AVI/7, og som er deponeret hos Institut
Pasteur, registreret under numrene henholdsvis I-216, I-217,

1-218, I-215 og I-214.
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Fig. 1: Fordeling af HI-antistoftitere mod tre IB-
serotyper efter vaccination med levende
D-274 wvaccine
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